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Vse determinante patogenosti sevov APEC še niso popolnoma pojasnjene, zato sta 
nadzor nad tovrstnimi okužbami in identifikacija povzročitelja bolezni zahtevna. 
Trenutno so v uporabi tradicionalne diagnostične metode, ki so časovno zamudne in 
pogosto cenovno neugodne. Zaradi vse večjih potreb po hitri diagnostiki v ospredje 
prihajajo molekularne metode, med katerimi sta tudi verižna reakcija s polimerazo - 
PCR (ang. polymerase chain reaction) in z zanko posredovano izotermalno 
pomnoževanje - LAMP (ang. loop mediated isothermal amplification). Glavni namen 
naloge je bil razvoj metode, na osnovi LAMP, ki bi omogočala učinkovito 
ugotavljanje prisotnosti virulentnih genov pri sevih APEC. Razvili smo teste LAMP-
APEC za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT, ki se pogosto pojavljajo 
med virulentnimi sevi. V ta namen smo oblikovali šest kompletov začetnih 
oligonukleotidov za pomnoževanje teh treh tarčnih genov z LAMP in med njimi 
izbrali najboljše. Z LAMP dobljene rezultate smo primerjali z rezultati, ki smo jih 
dobili s PCR in ugotovili smo, da so rezultati obeh metod primerljivi. Pripravili smo 
protokol priprave različnih vzorcev (tkiva notranjih organov, stelja, krma, iztrebki in 
zrak), v katerih lahko neposredno potrdimo prisotnost virulentnih genov, brez 
predhodne osamitve DNA. Z metodo LAMP smo v času krajšem od 30 minut potrdili 
prisotnost vseh treh genov v različnih vzorcih. Dokazali smo tudi, da je metoda 
LAMP neobčutljiva za snovi, ki zavirajo potek reakcije PCR in so sicer prisotne v 
bioloških vzorcih. LAMP se je izkazala za specifično, robustno, selektivno, 
občutljivo, hitro in enostavno diagnostično metodo za odkrivanje izbranih genov 
virulentnih dejavnikov sevov APEC. Njena velika odlika je možnost uporabe na 
terenu. 
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AB Colibacillosis is the most common disease in poultry and it is the major cause of 
death in flocks. Diseases caused by avian pathogenic Escherichia coli strains (APEC) 
result in significant financial losses to the poultry industry worldwide. Typical 
clinical signs related to colibacillosis are very diverse. APEC strains cause primary 
or secondary infections of birds. Several virulence genes were shown to be implicated 
in avian colibacillosis, but all determinants of pathogenicity are not explained yet, 
thus the control of infections and identification of the causative E. coli strains are still 
difficult. Nowaday we use traditional diagnostic methods for detection of APEC. 
These methods are time-consuming and often priceless. Due to the increasing need 
for rapid diagnostics, molecular methods come to the forefront, including polymerase 
chain reaction – PCR and loop mediated isothermal amplification – LAMP. The aim 
of this master thesis was to developed a method, based on LAMP, for detection of 
virulence-associated genes in APEC. We developed three LAMP-APEC tests for 
detection of three virulence-associated genes (sitA, traT and ompT). We designed six 
sets of primers, of which we end up choosing the most efficient one. We prepared 
PCR and LAMP protocols to detect the presence of target genes. The analysis 
revealed that both methods are comparable. We also prepared a protocol for direct 
detection of virulence-associated genes without prior extraction of DNA. This 
protocol is suitable for different types of samples (tissues of dead animal’s internal 
organs, feed, litter, feces and air). With LAMP we were able to detect all three 
virulence genes in different samples in less than 30 minutes. We also proved that 
LAMP is not sensitive to PCR inhibitors from animal tissue and other matrix. LAMP 
has proven to be specific, robust, selective, sensitive, fast and easy to use as a 
diagnostic tool for detection of the selected virulence genes in APEC. The big 
advantage is also the fact that the method can be easily performed on the sampling 
site.  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AFEC ptičji fekalni sev bakterije Escherichia coli (ang. avian fecal 
Escherichia coli) 
 
APEC za perutnino patogeni sev bakterije Escherichia coli (ang. avian 
pathogenic Escherichia coli) 
 
bp bazni par, enota dolžine zaporedja nukleinske kisline 
 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
 
DEC diareageni sev bakterije Escherichia coli (ang. diarrheagenic 
Escherichia coli) 
 
E. coli Escherichia coli 
 
ELISA encimsko imunska metoda (ang. enzyme linked immunosorbent assay) 
 
ExPEC zunajčrevesni patogeni sev bakterije Escherichia coli (ang. 
extraintestinal pathogenic Escherichia coli) 
 
LAMP  z zanko posredovano izotermalno pomnoževanje (ang. loop mediated 
isothermal amplification) 
 
LAMP-
APEC/sitA-1 
test, ki temelji na metodi LAMP in je namenjen pomnoževanju 
tarčnega gena sitA s kompletom začetnih oligonukleotidov sitA-1  
 
LAMP-
APEC/sitA-2 
test, ki temelji na metodi LAMP in je namenjen pomnoževanju 
tarčnega gena sitA s kompletom začetnih oligonukleotidov sitA-2 
 
LAMP-
APEC/traT-1 
test, ki temelji na metodi LAMP in je namenjen pomnoževanju 
tarčnega gena traT s kompletom začetnih oligonukleotidov traT-1 
 
LAMP-
APEC/traT-2 
test, ki temelji na metodi LAMP in je namenjen pomnoževanju 
tarčnega gena traT s kompletom začetnih oligonukleotidov traT-2 
 
LAMP-
APEC/ompT-1 
test, ki temelji na metodi LAMP in je namenjen pomnoževanju 
tarčnega gena ompT s kompletom začetnih oligonukleotidov ompT-1 
 
LAMP-
APEC/ompT-2 
test, ki temelji na metodi LAMP in je namenjen pomnoževanju 
tarčnega gena ompT s kompletom začetnih oligonukleotidov ompT-2 
 
LPS lipopolisaharidni sloj 
 
MLST tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (ang. multilocus sequence 
typing) 
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MRSA proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus (ang. methicilin 
resistant Staphylococcus aureus) 
 
NCBI Nacionalni center za biotehnološke informacije Združenih držav 
Amerike (ang. The National Center of Biotehnology Information) 
 
NIB Nacionalni inštitut za biologijo, Ljubljana 
 
obr./min vrtljaji na minuto (ang. revolutions per minute, rpm) 
 
PAIs otoki patogenosti (ang. pathogenicity islands) 
 
PEG polietilenglikol 
 
PB fosfatni pufer (ang. phosphate buffer) 
 
PBS fosfatni pufer z NaCl (ang. sodium phosphate buffer) 
 
PCA gojišče za ugotavljanje skupnega števila mikroorganizmov (ang. plate 
count agar) 
 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
 
STEC sev bakterije Escherichia coli, ki izdeluje toksine Šiga (ang. Shiga-
toxin producing Escherichia coli) 
 
TE pufer TE (sestavljen iz Tris in EDTA) (ang. TE buffer) 
 
Tm temperatura tališča (ang. melting temeparture) 
 
tpos čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka (ang. time 
of positivity) 
 
qPCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (ang. real-time 
quantitative PCR) 
 
UPEC uropatogeni sev bakterije Escherichia coli (ang. uropathogenic 
Escherichia coli) 
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1 UVOD 
 
Bakterije vrste Escherichia coli (E. coli) so normalen sestavni del črevesne mikrobiote. 
Nekateri sevi E. coli lahko povzročijo okužbe v črevesju, medtem ko drugi povzročajo 
okužbe drugih delov telesa. Večina sevov E. coli ne povzroča bolezni, ampak z gostiteljem 
živi v komenzalnem odnosu (npr. v prebavnem traktu). Sevi E. coli, ki povzročajo 
bolezenska stanja zunaj prebavnega trakta so t. i. zunaj črevesni patogeni sevi E. coli 
(ExPEC). V to skupino uvrščamo tudi za perutnino patogene seve E. coli (APEC) (Barnes 
in sod., 2008; Kaper in sod., 2004; Madigan in sod., 2009).  
 
Sevi APEC predstavljajo velik ekonomski problem v rejah perutnine, saj zaradi bolezni 
imenovane kolibaciloza, pri okuženih živalih povzročajo visoko smrtnost. Značilna 
bolezenska stanja kolibaciloze so koliseptikemija, koligranulomatoza, vnetje seroznih open 
in zračnih vrečk, celulitis, sindrom otečenih glav, peritonitis, salpingitis in osteomielitis. 
Nadzor nad tovrstnimi okužbami je otežen, ker trenutno ne poznamo zanesljivega in 
dostopnega orodja za razlikovanje med patogenimi in nepatogenimi sevi E. coli (Barnes in 
sod., 2008; Moriel in sod., 2010).  
 
Za seve APEC je značilnih nekaj genov, ki imajo zapis za virulentne dejavnike. Zapis za 
virulentne dejavnike je lahko na plazmidih ali na kromosomu. Najpogostejši virulentni 
dejavniki sevov APEC so adhezini, proteaze, toksini, sistemi za prevzem železa in sistemi 
za izogibanje imunskemu odzivu gostitelja. Velika raznolikost sevov APEC še dodatno 
otežuje opredelitev zanje značilnih genov virulentnih dejavnikov. Kljub poznavanju 
nekaterih virulentnih dejavnikov determinante patogenosti še niso popolnoma pojasnjene. V 
dosedanjih raziskavah so za odkrivanje sevov APEC najpogosteje uporabili verižno reakcijo 
s polimerazo (PCR) (Aslam in sod., 2014; Barnes in sod., 2008; Johnson in sod., 2006; 
Kemmett in sod., 2013; Kwon in sod., 2008; Maluta in sod., 2014; Pires-dos-Santos in sod., 
2013; Rodriguez-Siek in sod., 2005; Schouler in sod., 2012; Won in sod., 2009).  
 
V diagnostiki sevov APEC še vedno uporabljajo gojitvene metode z osamitvijo in 
kemotaksonomsko identifikacijo povzročitelja, poleg njih pa še t. i. test na kokošjih embrijih, 
ter različne molekularne in serološke metode. Pomanjkljivosti teh metod so predvsem 
zamudnost, zahtevnost izvedbe in visoki stroški (Barnes in sod., 2008).  
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1.1 NAMEN 
 
Namen magistrskega dela je bil vzpostavitev metode, s katero bi lahko hitro in specifično 
ugotavljali prisotnost genov sitA, traT in ompT pri sevih APEC na terenu in v laboratoriju. 
Pri tem smo se osredotočili na seve APEC, ki najpogosteje povzročajo pogine v farmah 
perutnine po Sloveniji. Metoda bi temeljila na osnovi pomnoževanja izbranih genov za 
virulentne dejavnike sevov APEC z metodo LAMP.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pričakujemo, da bomo za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT, ki imajo zapise 
za virulentne dejavnike sevov APEC in se pojavljajo pri okuženi perutnini v Sloveniji in širši 
regiji, razvili specifično metodo, ki bo temeljila na LAMP. Metoda bo primerna za različne 
tipe vzorcev in jo bo mogoče uporabiti na mestu vzorčenja. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJA Escherichia coli 
 
Bakterija E. coli je paličasta, po Gramu negativna bakterija, ki jo uvrščamo v družino 
Enterobacteriaceae. E. coli meri približno 1 µm v širino in 2–6 µm v dolžino. Genom 
referenčnega seva (MG1655 K-12) je velik 4,6 Mbp (Madigan in sod., 2009). Sposobna je 
fermentirati glukozo, pri čemer nastanejo kisli produkti in plin. Običajno E. coli z encimom 
β-galaktozidaza cepi laktozo, pri čemer nastaneta glukoza in galaktoza, a obstajajo tudi sevi 
E. coli, ki nimajo zapisa za ta encim. Sposobnost razgradnje laktoze z encimom β-
galaktozidaza se uporablja tudi za razlikovanje E. coli od bakterij iz rodu Salmonella sp. in 
Shigella sp. (Kunert Filho in sod., 2015).  
 
E. coli predstavlja pomemben del črevesne mikrobiote v prebavnem traktu ljudi in živali. Pri 
zdravih ljudeh komenzalni sevi E. coli običajno ne povzročajo bolezni, z izjemo vnetja 
potrebušnice (peritonitis). Patogeni sevi lahko povzročajo črevesne (črevesni patogeni sevi), 
ali zunajčrevesne (zunajčrevesni patogeni sevi) okužbe. Med črevesnimi patogenimi sevi E. 
coli ločimo več patotipov: enteropatogene (EPEC), enterohemoragične (EHEC), 
enterotoksigene (ETEC), enteroagregativne (EAEC), enteroinvazivne (EIEC) in difuzno 
adherentne (DAEC) E. coli (Kaper in sod., 2004).  
 
Seve E. coli, ki povzročajo bolezenska stanja zunaj prebavnega trakta imenujemo 
zunajčrevesne patogene E. coli (ExPEC). Ti sevi lahko povzročijo okužbo urinarnega trakta, 
sepso, meningitis in druga obolenja zunaj črevesja. Večino za perutnino patogenih E. coli 
(APEC) uvrščamo med ExPEC in si delijo nekatere značilnosti s sevi ExPEC, ki so patogeni 
za sesalce (Barnes in sod., 2008). 
 
2.2 SEVI APEC 
 
Escherichia coli je sestavni del normalne črevesne mikrobiote pri perutnini in pogost izolat 
v okoljskih vzorcih iz perutninskih farm. Le specifični sevi E. coli, ki imajo v svojem 
genomu zapis za določene virulentne dejavnike, lahko povzročijo nastanek bolezni pri 
perutnini (Delicato in sod., 2003; Kaper in sod., 2004). 
 
Sevi APEC povzročajo okužbe respiratornega trakta pri piščancih, puranih in drugih pticah. 
So veliko manj toksigeni kot patogene E. coli, ki povzročajo bolezni pri človeku in sesalcih. 
Običajno sevi APEC ne proizvajajo enterotoksinov, lahko pa proizvajajo nekatere druge 
toksine, vendar njihova vloga še ni povsem pojasnjena. Izolati APEC naj bi bili patogeni 
samo za ptice in ne predstavljajo nevarnosti za okužbo ljudi ter ostalih živali. Pri pticah 
povzročajo sindrom imenovan kolibaciloza (Barnes in sod., 2008). 
 
2.3 KOLIBACILOZA 
 
Kolibaciloza velja za najpogostejšo bakterijsko bolezen pri perutnini, ki zaradi obsežnih 
poginov povzroča velike ekonomske izgube. Lahko se pojavi samostojno ali kot sekundarna 
bolezen ob okužbah z drugimi patogenimi mikroorganizmi (Barnes in sod., 2008).  
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Kolibaciloza se nanaša na vse lokalizirane ali sistemske okužbe, ki jih deloma ali v celoti 
povzročajo sevi APEC. Stopnja obolenja je odvisna od patogenosti seva, občutljivosti 
gostiteljskega organizma in drugih dejavnikov okolja, kot so na primer predhodne okužbe z 
drugimi mikrobi. Značilna bolezenska stanja so koliseptikemija, koligranulomatoza, vnetje 
seroznih open in zračnih vrečk (kronična respiratorna bolezen), celulitis, sindrom otečenih 
glav, peritonitis, salpingitis in osteomielitis (Barnes in sod., 2008).  
 
Nadzor kolibaciloze je težaven, saj trenutno še ni na voljo zanesljive metode, ki bi 
omogočala odkrivanje patogenih sevov E. coli. Prav tako še ni učinkovitega cepiva, s 
katerim bi okužbe perutnine lahko preprečili (Moriel in sod., 2010). 
 
2.4 NORMALNA MIKROBIOTA PERUTNINE 
 
Mikrobiota predstavlja populacijo mikrobnih celic, ki skupaj naseljujejo nek ekosistem (npr. 
koža, prebavni trakt ptic, tla,…). Z besedo komenzalizem označujemo simbiotski odnos, pri 
katerem ima ena vrsta korist, druga pa od tega odnosa nima niti koristi niti škode. Primer 
komenzalov so nepatogeni sevi E. coli, ki jih najdemo v prebavnem traktu (Madigan in sod., 
2009). 
 
Za prebavni trakt perutnine je značilna kompleksna mikrobiota, katero v glavnem sestavljajo 
bakterije (Wei in sod., 2013). Mikrobiota pri perutnini je odvisna tako od bioloških kot 
nebioloških dejavnikov (razlike v gastrointestinalnem traktu, starost gostitelja, prehrana, 
antibiotična terapija in ujetništvo) (Waite in Taylor, 2015). 
 
2.4.1 Mikrobiota prebavnega trakta in kože 
 
Več kot 90 % mikrobne populacije v prebavnem traktu piščancev in puranov predstavljajo 
bakterije iz debel Firmicutes (70 %), Bacteroidetes (12 %) in Proteobacteria (9 %). 
Najštevilčnejši rodovi, ki se pojavljajo v tej niši so Clostridium, Ruminococcus, 
Lactobacillus in Bacteroides. V manjših deležih se pojavljajo rodovi Weisella, Eubacterium, 
Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Fusobacterium, Bifidobacterium, Alcaligenes, 
Escherichia, Campylobacter, Flavobacterium. V različnih delih prebavnega trakta 
prevladujejo različne bakterijske vrste. V vitem črevesu prevladuje rod Lactobacillus, v 
slepem črevesu pa Clostridium in Ruminococcus. Opazne so tudi razlike v prevladujočih 
deležih bakterijskih rodov pri različnih vrstah perutnine (Lu in sod., 2003; Pan in Yu, 2014; 
Wei in sod., 2013). 
 
V gastrointestinalnem traktu ptic živi 1011 CFU/g mikrobnih celic (Waite in Taylor, 2015). 
Mikrobioto prebavnega trakta zdravih piščancev sestavljajo bakterije iz rodu Lactobacillus, 
Bifidobacterium in Clostridium. Pri starejših piščancih se pojavlja še rod Salmonella, 
Campylobacter in bakterija E. coli (Amit-Romach in sod., 2004). 
 
Potencialni rezervoar sevov APEC predstavlja črevesna mikrobiota perutnine. Do okužbe 
perutnine lahko pride z vdihavanjem s fekalijami okuženega prahu ali s fekalno oralnim 
prenosom (Kemmett in sod., 2013). 
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Na koži perutnine so bakterije iz rodov Staphylococcus, Acinetobacter, Corynebacterium, 
Escherichia, Nocardia, Proteus, Clostridium in Lactobacillus (Hinton in Cason, 2008). 
 
2.4.2 Mikrobiota v okoljskih vzorcih 
 
V okoljskih vzorcih, kjer poteka vzreja perutnine, najdemo različne bakterijske vrste 
(Preglednica 1), prevladujejo pa tiste iz rodov Bacillus in Staphylococcus aureus (Nasrin in 
sod., 2007). 
Preglednica 1: Bakterije, ki so bile izolirane iz okoljskih vzorcev iz perutninskih farm (povzeto po Nasrin in 
sod., 2017). 
Vzorec Bakterijski rod / vrsta 
Krma Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis 
Stelja Escherichia coli, Bacillus spp., Staphylococcus aureus 
Pitna voda za živali Escherichia coli, Bacillus spp., Staphylococcus aureus in Diplococcus spp. 
Zrak Bacillus spp., Staphylococcus aureus 
Iztrebki Escherichia coli, Pasteurella spp., Bacillus spp., S. aureus (od tega je več kot  
50 % vzorcev pozitivnih na E. coli in Pasteurella spp.) 
  
2.5 VIRULENTNI DEJAVNIKI SEVOV APEC 
 
Čeprav determinante patogenosti sevov APEC še niso popolnoma poznane, so znanstveniki 
že opisali več kot deset genov, ki jih povezujejo z virulenco pri pticah. Za izolate APEC je 
značilna velika genotipska raznolikost, kar še otežuje opredelitev genov za virulentne 
dejavnike. Vsi izolati APEC namreč v svojem genomu nimajo zapisov za vse virulentne 
dejavnike. Kljub temu je opazna velika razlika med zastopanostjo posameznih genov pri 
patogenih in komenzalnih ptičjih izolatih E. coli (Schouler in sod., 2012; Rodriguez-Siek in 
sod., 2005). 
Tako kot pri ostalih patogenih sevih E. coli ima tudi pri sevih APEC pomembno vlogo 
horizontalni prenos genov. Geni z zapisi za virulentne dejavnike pri sevih APEC so na 
kromosomih ali plazmidih, značilni so t. i. otoki patogenosti (PAIs) (Barnes in sod., 2008). 
 
Geni, katere povezujejo z virulenco sevov APEC, imajo zapis za sintezo adhezinov (fimH, 
papC, papGII, hra in iha), proteaz (ompT in tsh), toksinov (vat, astA in cvi), sistemov za 
prevzem železa (fyuA, irp2, iroN, sitA, iucD in iutA) ter sintezo dejavnikov za izogibanje 
imunskemu odzivu gostitelja (iss in traT) (Aslam in sod., 2014; Johnson in sod., 2006; 
Kemmett in sod., 2013; Kwon in sod., 2008; Maluta in sod., 2014; Pires-dos-Santos in 
sod.,2013; Rodriguez-Siek in sod., 2005; Schouler in sod., 2012; Won in sod., 2009). 
 
Nekateri geni z zapisom za virulentne dejavnike so prisotni pri večini sevov APEC, medtem 
ko jih le redko najdemo pri fekalnih izolatih E. coli iz iztrebkov perutnine (AFEC). Ti geni 
so cvaC, iroN, iss, iutA, sitA, tsh, fyuA, irp2 in ompT. Nekatere izmed teh genov najdemo na 
velikih plazmidih (Rodriguez-Siek in sod., 2005).  
 
Za seve APEC, izolirane iz notranjih organov piščancev, je značilnih naslednjih devet genov: 
astA, iss, irp2, papC, iucD, tsh, vat in cva/cvi (Arabi in sod., 2013). 
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Pri izolatih iz perutnine, ki je poginila zaradi kolibaciloze, se pogosto pojavlja sedem z 
virulenco povezanih genov: iucD, tsh, fimC, fyuA, irp2, papC, in astA, cvi, sitA in ibeA 
(Janßen in sod., 2001; Kemmett in sod., 2013). Geni, ki naj bi bili ključni za povzročitev 
zunajčrevesnih okužb pri perutnini, so fimH, traT, iss, iroN, fyuA, iucD, cvi/cva, vat, in 
kpsMTII (Pires-dos-Santos in sod., 2013). 
 
Večina izolatov APEC si deli skupen niz genov, ki jih povezujejo z virulenco. Veliko takšnih 
genov je na konjugativnem R-plazmidu, imenovanem pTJ100. Ti geni se lahko pojavijo tudi 
na drugih mestih v genomu E. coli in ne samo na plazmidih. Pri človeških patogenih sevih 
ExPEC so nekatere od teh genov odkrili na otokih patogenosti. Vsaj 80 % izolatov APEC 
naj bi v svojem genomu imelo gene sitA, iss in hlyF. Pri komenzalih se najmanj pogosto 
pojavljata gena cvaB in cvaC (19 %) (Johnson in sod., 2002; Johnson in sod., 2006; 
Rodriguez-Siek in sod, 2005). 
 
Plazmid pAPEC-O2-ColV je velik 180 kb. Pojavlja se v skupini sevov APEC serotipa O2, 
ki imajo poleg tega plazmida še 101 kb velik plazmid IncF, na katerem so geni z zapisom 
večkratne odpornosti proti osmim skupinam protimikrobnih učinkovin. Ti sevi so med 
drugim odporni proti tetraciklinom, sulfonamidom, aminoglikozidom, trimetoprimom in 
beta-laktamskim antibiotikom. Domnevna regija genov za virulentne dejavnike v plazmidu 
je velika 93 kb in se prične z geni sitABC za transportni sistem Sit. Temu sledi gen iutA 
aerobaktinskega operona in replikon RepFIB. Tu najdemo še gen tsh, ki kodira temperaturno 
odvisen avtotransporter za hemoglobin, iss, ki kodira protein, ki poveča preživetje bakterij 
v serumu, ompT za proteazo zunanje membrane, hlyF za domnevni hemolizin in operon 
mikrocina V (ColV) (Johnson in sod., 2005; 2006). 
 
2.5.1 Sistemi za prevzem železa 
 
Opisanih je kar nekaj sistemov, s katerimi lahko sevi APEC prevzemajo železo 
(aerobaktinski, jersinijabaktinski, Sit in Iro). Za razliko od komenzalnih sevov E. coli, pri 
katerih se zapis za te gene ne pojavlja prav pogosto, so pri sevih APEC sistemi za prevzem 
železa zelo razširjeni, kar kaže na to, kako pomembna je njihova vloga v patogenosti. Sevi 
APEC imajo zapis za enega ali več sistemov, lociranih na velikih plazmidih (Barnes in sod., 
2008). 
 
Gen sitA kodira del ABCD-transportnega sistema in ima zapis za periplazemski vezavni 
protein, ki bakterijam služi za transport železa in mangana. Zapis za ta gen je na 
konjugativnem R-plazmidu (Rodriguez-Siek in sod., 2005). 
 
Transporter železa, zapisan v genih sitABCD, so prvič odkrili pri bakteriji Salmonella 
enterica serovar Typhimurium. Homologe sitABCD najdemo tudi pri nekaterih drugih 
patogenih enterobakterijah, kot so Shigella spp. in uropatogene E. coli (UPEC) (Sabri in 
sod., 2008). 
 
2.5.2 Adhezini 
 
Ločimo fimbrijske in nefimbrijske adhezine. Čeprav vloga fimbrij pri virulenci sevov APEC 
še ni popolnoma pojasnjena, predvidevajo, da naj bi imeli funkcijo pri kolonizaciji gostitelja, 
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saj bakterijam omogočajo vezavo na receptorje evkariontskih celic. Fimbrijski adhezini, ki 
so jih opisali pri sevih APEC so: fimbrije AC/I, fimbrije P, fimbrije tipa 1 in fimbrije Stg. 
Fimbrije F1 se izražajo med celotnim procesom kolonizacije epitelijskih celic sapnika, 
medtem ko se fimbrije P izražajo šele kasneje, ko bakterije pridejo do spodnjega dela 
respiratornega trakta ali tkiv (Barnes in sod., 2008). 
 
Geni, ki kodirajo zapis za adhezine, niso zanesljiv označevalec za diagnostiko, saj se pri 
sevih APEC ne pojavljajo zelo pogosto (Schouler in sod., 2012). 
 
2.5.3 Toksini 
 
Mnogi sevi APEC imajo v svojem genomu gen vat, ki kodira toksin Vat (ang. vacuolating 
autotransporter toxin). Toksin Vat je 148,3 kDa velik protein in ima podoben citotoksičen 
učinek na celične linije, kot VacA, toksin bakterije Helicobacter pylori (Barnes in sod., 
2008). 
 
2.5.4 Dejavniki za izogibanje imunskemu odzivu gostitelja 
 
Skupna značilnost sevov APEC je, da so se sposobni učinkovito izogibati komplementu 
gostitelja. Pri tem imajo ključno vlogo kapsula, lipopolisaharidni sloj (LPS) in nekateri 
proteini zunanje membrane, kot so TraT, Iss, OmpT in OmpA (Barnes in sod., 2008; Johnson 
in sod., 2008). 
 
Gen iss kodira lipoprotein Iss (ang. increased serum survival), ki je na zunanji membrani 
E. coli (Lynne in sod., 2007). Iss naj bi pripomogel k povečani virulenci in odpornosti 
bakterij proti komplementu (Barnes in sod., 2008).V študiji, v kateri so primerjali 294 
izolatov APEC s 75 fekalnimi izolati E. coli iz zdravih piščancev glede na prisotnost kapsule, 
LPS, genov ompA, katerega zapis je na kromosomu, traT in iss, so ugotovili, da se le gen, ki 
kodira protein Iss statistično značilno pogosteje pojavlja pri izolatih APEC kot pri 
komenzalnih sevih (Pfaff-McDonough in sod., 2000). Kako pomembno vlogo ima protein 
Iss za patogenost sevov APEC še ni popolnoma raziskano, saj nekatere študije kažejo, da naj 
ne bi imel ključne vloge pri pojavu virulentnosti (Mellata in sod., 2009). 
  
Gen traT kodira zapis za površinski sekrecijski protein TraT, ki ima vlogo pri prenosu 
genetskega materiala (konjugacija). Protein tudi povečuje odpornost proti serumu. Zapis za 
ta gen je na konjugativnem R-plazmidu pTJ100 (Rodriguez-Siek in sod., 2005: UniProt, 
2017).  
 
Gen ompT kodira proteazo, ki je na zunanji membrani in cepi kolicine A, E1, E2 in E3. Ta 
gen naj bi bil značilen za zelo patogene seve APEC. Pri srednje in zelo patogenih sevih 
APEC je gen ompT največkrat na plazmidu. Proteaza OmpT naj bi imela pomembno vlogo 
pri patogenosti E. coli, ki povzroča meningitis pri ljudeh in živalih. Mutante APEC brez gena 
ompT imajo manjšo sposobnost pritrditve in invazije do endotelijskih celic mišjih možganov. 
Raziskava, ki je bila izvedena na živalskem modelu, je pokazala, da delecija gena ompT 15-
krat zmanjša virulenco sevov APEC (Cavard in Lazdunski, 1990; Hejair in sod., 2017; 
Johnson in sod., 2008).  
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2.6 RAZISKAVE O ZASTOPANOSTI GENOV ZA VIRULENTNE DEJAVNIKE 
PRI SEVIH APEC 
 
Znanstveniki so opravili že vrsto raziskav o pogostosti pojavljanja določenih virulentnih 
genov sevov APEC. Raziskave so bile opravljene v različnih državah in različnih 
eksperimetalnih okoljih, vsem pa je skupen cilj določiti gene, ki so povezani z obolevanjem 
perutnine in s tem določitev genov značilnih za APEC (Preglednica 2). 
 
V Evropi je bilo opravljenih že več tovrstnih študij. Z uporabo različnih metod (npr. MLST, 
pulzna gelska elektroforeza, PCR, serotipizacija, genotipizacija in test patogenosti na 
piščancih) so karakterizirali več kot tisoč izolatov E. coli. Določili so štiri komplete genov 
za virulentne dejavnike, ki omogočajo identifikacijo 70,2 % sevov APEC. Prisotnost zapisa 
za virulentne dejavnike so preverjali tudi pri komenzalnih sevih. Po statistični obdelavi 
(uporabili so Fisherjev eksaktni test) so določili več genov, ki so najpogosteje povezani z 
izbruhom bolezni. Janßen in sod. (2001) so določili sedem takšnih genov (fimC, iucD, tsh, 
fyuA, irp2, astA in papC). Kemmet in sod. (2013) so odkrili, da se pri perutnini s sistemsko 
okužbo pojavljajo izolati APEC, ki imajo v svojem genomu najpogosteje šest genov za 
virulentne dejavnike (irp2, papC, iucD, cvi, sitA in ibeA). Pires-dos-Santos in sod. (2013) so 
pri izolatih APEC iz filogenetske skupine B2 določili devet genov, povezanih z izbruhom 
bolezni. Schouler in sod. (2012) so ugotovili, da sevi APEC uporabljajo različne mehanizme, 
s katerimi napadejo gostitelja, ti pa so odvisni od tega, kateri geni so v genomu in v kakšni 
kombinaciji z drugimi geni se pojavljajo. 
 
V Ameriki in Kanadi so se osredotočili na gene za virulentne dejavnike, katerih zapis je na 
plazmidu (npr. ColV). Prisotnost genov so potrjevali s hkratnim PCR, rezultate pa obdelali 
s Fisherjevim eksaktnim testom. Proučevali so tudi, kakšen je virulentni potencial sevov 
E. coli, izoliranih iz piščancev in puranov, saj obstajajo hipoteze o zoonotskem prenosu 
preko mesa na ljudi (Aslam in sod., 2014; Barbieri in sod., 2013; Johnson in sod., 2006; 
Maluta in sod., 2014; Rodriguez-Siek in sod., 2005). 
 
V Aziji so opravili tri neodvisne študije, kjer so analizirali pogostost pojavljanja sevov 
APEC pri piščancih, v valilnicah in pri rejcih perutnine. Določili so devet genov virulentnih 
dejavnikov (astA, iss, irp2, papC, iucD, tsh, vat in cva/cvi), ki so značilni za seve APEC. Za 
potrjevanje prisotnosti teh genov so uporabili hkratni PCR (Arabi in sod., 2013; Kwon in 
sod., 2008; Won in sod., 2009). 
 
Iz 9 objavljenih neodvisnih študij, opravljenih v različnih državah, in študije narejene v 
Sloveniji v okviru projekta CRP (V4-1401), smo izpisali gene, ki se najpogosteje pojavljajo 
pri sevih APEC (Preglednica 2). V preglednici so predstavljeni samo rezultati za tiste gene, 
ki so bili vključeni v naši raziskavi. Avtorji člankov so v svojih raziskavah preverjali tudi 
prisotnost nekaterih drugih genov virulentnih dejavnikov. 
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Preglednica 2: Pregled objav s podatkom o deležu (%) zastopanosti posameznih genov pri sevih APEC 
Avtor in 
leto objave 
Pires-dos-
Santos in 
sod., 2013 
Kemmett 
in sod., 
2013 
Arabi in 
sod., 2013  
Rodriguez
-Siek in 
sod., 2005 
Johnson in 
sod., 2006  
Barbieri in 
sod., 2013 
 Maluta in 
sod., 2014 
Kwon in 
sod., 2008 
Won in sod., 
2009 
NIB, 2015 
Preiskovani 
izolati/ 
vzorci 
Sevi APEC Sevi APEC Sevi APEC Sevi APEC Sevi APEC Izolati iz 
kožnih lezij 
piščancev 
Sevi APEC Sevi APEC Izoltati iz 
perutnine s 
kolibacilozo 
Sevi APEC 
Država 
raziskave 
Danska Združeno 
Kraljestvo 
Iran ZDA ZDA Brazilija Brazilija Koreja Koreja Slovenija 
Gen 
sitA 96 0,68 - 
20,57 
/ 86 86 / / / / 86 
ompT 27 / / 71 67 / 46 / / 80 
traT 96 / / 78 / 90 54 / / 84 
iroN 90 / / 88 85 76 43 / / 74 
cvi 74 / 14 / / 58 29 89 / 44 
papC / / 82 40 / 31 20 11 14 6 
fyuA 75 / / 59 / 47 25 / 38 46 
irp2 / 5 54 57 / 67 23 67 38 40 
iucD 74 7 86 / / 81 46 83 47 60 
vat 65 do 11,25 86 / / 35 11 89 37 14 
iutA / / / 81 80 / 41 / 50 52 
iss 90 / 96 83 80 / 51 100 41 64 
tsh 35 / 96 63 62 67 37 94 55 28 
/: v raziskavi niso preverjali prisotnosti tega gena; 
S krepko pisavo so označeni rezultati, kjer je gen prisoten pri vsaj 80 % izolatov; 
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2.7 DIAGNOSTIKA SEVOV APEC 
 
Trenutno so za diagnostiko sevov APEC v uporabi tradicionalne gojitvene metode z 
osamitvijo in identifikacijo povzročitelja, test na kokošjih embrijih, različne molekularne in 
serološke metode (Barnes in sod., 2008). 
 
Za pommnoževanje tarčnih genov, povezanih z virulenco sevov APEC, s PCR uporabljajo 
za tarčne gene specifične začetne oligonukleotide. V kolikor je v vzorcu DNA prisoten tarčni 
gen, pride do pomnoževanja odsekov DNA, kar predstavlja pozitivno reakcijo. V mnogih 
raziskavah so za odkrivanje sevov APEC uporabili t. i. hkratni PCR, ki omogoča hkratno 
pomnoževanje odsekov večjega števila genov (Aslam in sod., 2014; Johnson in sod., 2006; 
Kemmett in sod., 2013; Kwon in sod., 2008; Maluta in sod., 2014; Pires-dos-Santos in 
sod.,2013; Rodriguez-Siek in sod., 2005; Schouler in sod., 2012; Won in sod., 2009). 
 
Skyberg in sod. (2003) so za odkrivanje sevov APEC uporabili hkratni PCR, pri katerem so 
bili tarčni geni iss, tsh, iucC in cvi. Johnson in sod. (2008) so določil minimalno število 
genov (iutA, hlyF, iss, iroN in ompT), na podlagi katerih je mogoče potrditi prisotnost sevov 
APEC (Johnson in sod., 2008; Skyberg in sod., 2003). 
 
Rojas in sod. (2014) so izvedli in silico filogenetsko analizo sevov APEC s tipizacijo 
zapordij multiplih lokusov (MLST). S to genotipsko metodo so določili zaporedja sedmih  
t. i. vzdrževalnih genov (ang. housekeeping genes) in na podlagi dobljenih rezultatov 
razdelili posamezne patotipe v skupine. Pri patogenih E. coli je dobro poznanih in opisanih 
že 83 genov virulentnih dejavnikov. Za vsak sev so določili profil genov virulentnih 
dejavnikov, na podlagi prisotnosti ali odsotnosti posameznega gena. Dobljene genske profile 
sevov APEC so primerjali z nekaterimi človeškimi sevi (UPEC in DEC) in ugotovili, da je 
med njimi opazna genetska podobnost, kar kaže na zoonotski potencial sevov APEC (Kunert 
Filho in sod., 2015; Aslam in sod., 2014). Določeni sekvenčni tipi sevov APEC naj bi imeli 
zoonotski potencial (ST95, ST117, ST131, ST10CC in ST23CC) (Maluta in sod., 2014). 
 
2.8 Z ZANKO POSREDOVANO IZOTERMALNO POMNOŽEVANJE (LAMP) 
 
Metoda LAMP se je izkazala kot dobra alternativa različnim metodam PCR, tako v kliničnih 
laboratorijih kot pri preverjanju varnosti hrane. Odlike metode LAMP so visoka občutljivost, 
specifičnost, ponovljivost, enostavnost izvedbe in robustnost. Dodatna prednost je tudi ta, 
da pri tej metodi ni potrebna predhodna zamudna priprava vzorca (Li in sod., 2017). 
 
Občutljivost (ang. sensitivity) je najmanjša količina tarče, ki jo lahko zaznamo z določeno 
metodo. Ločimo med analitično in diagnostično občutljivostjo. LAMP naj bi bil od 10 do 
100-krat bolj občutljiv kot PCR. Specifičnost (ang. specificity) je sposobnost ločevanja med 
tarčnim in ne tarčnim organizmom. Ponovljivost (ang. repeatability) metode predstavlja 
stopnjo korelacije med ponovitvami testa, pri čemer so uporabljene popolnoma enake 
razmere. Robustnost se nanaša na občutljivost analitične metode za spremembe v 
eksperimentalnih razmerah (Parshionikar in sod., 2016; Sahoo in sod., 2016). 
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2.8.1 Zgodovinski pregled 
 
S prihodom molekularne biologije so se razvile številne molekularne diagnostične metode. 
Notomi in sod. so leta 2000 prvič predstavili uporabo metode LAMP za odkrivanje virusa 
hepatitisa B. Danes LAMP uporabljajo za odkrivanje mnogih mikroorganizmov, od bakterij 
do virusov in gliv, med drugimi tudi bakterije, ki se prenašajo s hrano (Salmonella, 
Legionella, Listeria, verotoksin producirajoča E. coli, Campylobacter). Metoda LAMP 
omogoča odkrivanje zelo majhne količine DNA in je v nekaterih primerih celo bolj 
občutljiva kot ostale molekularne metode (Li in sod. 2017; Saharan in sod., 2014).  
 
2.8.2 Oblikovanje začetnih oligonukleotidov 
 
Za oblikovanje začetnih oligonukleotidov lahko uporabimo program »Primer explorer 
V4/V5«, ki je prosto dostopen na spletu, ali »LAMP designer« (Premier Biosoft). 
 
Reakcijska zmes vsebuje štiri ključne začetne oligonukleotide: 
o par notranjih začetnih oligonukleotidov FIP (ang. forward inner primer) in BIP (ang. 
backward inner primer), 
o par zunanjih začetnih oligonukleotidov F3 (ang. forward outer primer) in B3 (ang. 
backward outer primer). 
Ti nalegajo na nukleotidno zaporedje tarčnega gena na šestih različnih regijah. Na 3'-koncu 
tarčne DNA so mesta F3c, F2c in F1c, na 5'-koncu pa B1, B2, B3 (Slika 1). V reakcijsko 
zmes lahko dodamo še par začetnih oligonukleotidov zanke (ang. loop) LoopF in LoopB. 
Njuna naloga je, da pospešita nastanek pomnožka v reakciji (Li in sod., 2017). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz začetnih oligonukleotidov in njihovo vezavno mesto na tarčno DNA (Li in sod., 2017: 
56). 
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2.8.3 Princip metode LAMP 
 
Izotermalno pomnoževanje lahko razdelimo na dve fazi. V prvi fazi (Slika 2) se FIP veže na 
mesto F2c, ki je na tarčni DNA in tako se prične sinteza komplementarne verige. Začetni 
oligonukleotid F3 se veže na regijo F3c in prične se sinteza DNA z encimom polimerazo 
Bst, ki izpodriva in sprošča enoverižno DNA. Komplementarna veriga, ki je spojena s FIP 
se sprosti. Ker sta regiji F1c in F1 na enoverižni verigi komplementarni, pride do nastanka 
zanke. Ta enojna veriga nato služi kot matrica za sintezo DNA. Začetna oligonukleotida BIP 
in B3, opravita podobno nalogo in nastane še ena zanka na drugem koncu DNA. Nastala 
struktura spominja na obliko ročke in ta del služi kot osnova za ciklično pomnoževanje 
DNA. Druga faza (Slika 3) zajema ciklično pomnoževanje DNA. Struktura ročke se 
spremeni v obliko zanke, kar je posledica delovanja polimeraze Bst. FIP se veže na 
komplementarni enoverižni del v zanki in sledi sinteza DNA. Regiji B1c in B2 sta 
komplementarni, zato na 3'-koncu nastane zanka, temu sledi samo pomnoževanje regije od 
B1 do 3'-konca in sprostitev dveh pomnožkov. Pri pomnoževanju nastaja pirofosfat, ki 
precipitira in je, ko je prisotnem v dovolj veliki količini, prosto viden (Li in sod., 2017; 
Notomi in sod., 2000). 
 
2.8.4 Prednosti metode LAMP v primerjavi z metodo PCR 
 
Glavne prednosti metode LAMP v primerjavi s PCR so: 
o specifičnost, 
o občutljivost,  
o hitrost, 
o vizualno odčitavanje rezultatov s prostim očesom (ang. naked eye), 
o nizki stroški in  
o enostavna uporaba (Li in sod., 2017). 
 
Štirje osnovni začetni oligonukleotidi so natančno oblikovani, da nalegajo na kar šest 
različnih regij v tarčnem genu. V primeru, da samo en izmed začetnih oligonukleotidov 
popolnoma ne nalega na tarčno DNA, reakcija ne bo stekla in zato ne prihaja do 
nespecifičnega pomnoževanja (Li in sod., 2017).  
 
Metoda LAMP naj bi bila 10 do 100-krat bolj občutljiva kot PCR. To omogoča, da lahko 
odkrijemo povzročitelja že v začetni fazi okužbe in s tem hitrejšo diagnostiko. Zaradi načina 
pomnoževanja pri LAMP reakcija poteka pri nespremenjeni temperaturi in je tako lahko 
izvedena v enostavnih grelnikih (termobloku). V kolikor tarčni gen v vzorcu ni prisoten, to 
opazimo s prostim očesom, saj pri tem ne nastane precipitat magnezijevega pirofosfata. 
Potek reakcije lahko sproti spremljamo, če v reakcijsko zmes dodamo inaterkalirajoče 
barvilo (npr. SYBR Green I). Pri tem spremljamo nastanek fluorescence med samim 
pomnoževanjem. Pogosto lahko povzročitelja odkrijemo neposredno v vzorcih tkiv, 
predhodno gojenje bakterij in osamitev DNA pa ni potrebna. Ker reakcija pomnoževanja 
poteka pri izotermalnih razmerah, ne potrebujemo dragih in zahtevnih naprav (Li in sod., 
2017). 
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Slika 2: Prva faza reakcije LAMP – nastanek osnove za ciklično pomnoževanje (Li in sod., 2017: 56). 
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Slika 3: Druga faza reakcije LAMP – ciklično pomnoževanje DNA (Li in sod., 2017: 57). 
 
2.9 SNOVI, KI ZAVIRAJO POTEK REAKCIJE POMNOŽEVANJA DNA 
 
V vzorcih, ki jih želimo analizirati, so lahko prisotne različne snovi, ki delujejo inhibitorno 
na encim polimerazo DNA, npr. polimerazo Taq, ki je najpogosteje uporabljena v reakcijah 
PCR. Te snovi vplivajo na pomnoževanje in lahko celo privedejo do lažno negativnih 
rezultatov. Snovi, ki zavirajo potek reakcije PCR, so zelo raznolika skupina kemičnih snovi. 
V vzorcu je lahko hkrati prisotnih več različnih inhibitornih snovi. Primer anorganskih 
inhibitornih snovi so kalcijevi ioni. Več je poznanih organskih inhibirornih snovi, med 
katerimi so urea, žolčne soli, fenol, etanol, polisaharidi, melanin, kolagen, mioglobin, 
hemoglobin, laktoferin, imunoglobin G in proteinaze. Snovi, ki zavirajo potek reakcije PCR 
so prisotne v različnih bioloških materialih (organi, kri, telesne tekočine, ...), okoljskih 
vzorcih (voda, tla, zrak) in hrani (mleko, meso, sadje, zelenjava, morski sadeži, ...). V krvi 
in tkivih najdemo hemoglobin, laktoferin, imunoglobin G, kolagen, mioglobin, žolčne soli 
in hormone. V iztrebkih so prisotni kompleksni polisaharidi, lipidi in žolčne soli. Mehanizmi 
delovanja inhibitornih snovi so različni. Kolagen, kalcij in taninska kislina inhibirajo 
aktivnost polimeraze, medtem, ko melanin povzroči tvorbo reverzibilnega kompleksa z 
DNA-polimerazo (Schrader in sod., 2012). 
 
Najpogostejše snovi, ki zavirarjo delovanje polimeraze Taq v biološkem materialu, so kri, 
medij za shranjevanje krvnih kultur, hemin, N-acetil cistein, NaCl in antikoagulanti. Visoka 
koncentracija EDTA in heparina vpliva tudi na potek reakcije LAMP. Delovanje polimeraze 
Taq popolnoma inhibira že manj kot 1 % krvi v vzorcu, medtem ko je LAMP neobčutljiv še 
pri 5 % krvi. LAMP je zaradi svoje robustnosti nadvse primerna metoda za analizo bioloških 
vzorcev, pri čemer obsežno čiščenje nukleinskih kislin ni potrebno (Francois in sod., 2011). 
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Človeška plazma vsebuje inhibitorne snovi, ki se lahko med ekstrakcijo DNA še bolj 
nakopičijo. K2 EDTA se uporablja kot antikoagulant za vzorce krvi in pri eluciji DNA, etanol 
pa pri ekstrakciji nukleinskih kislin. Primerjava občutljivosti metode LAMP in qPCR na te 
inhibitorne snovi je pokazala, da prisotnost etanola manj vpliva na delovanje metode LAMP 
kot na qPCR. Medtem ko sta obe metodi podobno občutljivi za prisotnost plazme v vzorcu, 
saj se v obeh primerih tarčna regija pomnoži, vendar je signal zakasnjen (Nixon in sod., 
2014). Prisotnost različnih inhibitornih snovi, ki izvirajo iz rastlinskega materiala (npr. 
polifenoli in polisaharidi), ne vpliva na delovanje metode LAMP (Kogovšek in sod., 2017; 
Mehle in sod., 2017). 
 
2.10 APLIKACIJE METODE LAMP 
 
Metoda LAMP je že bila uporabljena za odkrivanje številnih humanih patogenih bakterijskih 
rodov in vrst, kot so E. coli, Salmonella, Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes 
in Staphylococcus. Z metodo LAMP je mogoče odkriti bakterije iz rodu Salmonella, pri 
čemer je občutljivost metode 97,7 % (Li in sod., 2017). 
 
Staphylococcus aureus so z metodo LAMP odkrivali na osnovi prisotnosti gena mecA in 
potrdili prisotnost sevov MRSA neposredno iz vzorcev krvi (Li in sod., 2017). 
 
Z metodo LAMP lahko odkrijemo E. coli, ki izdelujejo toksine Šiga. Med njimi je najbolj 
poznan serotip O157: H7. Kadar je okužba zelo izrazita, lahko le ta vodi v hudo okvaro 
ledvic ali celo smrt, zato je hitra diagnostika še toliko bolj pomembna. V tem primeru so 
metode, ki se jih sicer uporablja kot zlati standard, prepočasne (Li in sod., 2017). 
 
Z LAMP je mogoče razlikovati med Mycobacterium bovis, ki je patogena za živali in 
drugimi vrstami iz rodu Mycobacterium (Zhang in sod., 2016). 
 
Bakterijo Mycoplasma synoviae pri perutnini je mogoče odkriti s testom, katerega tarča je 
gen z zapisom za hemaglutinin A (Sahoo in sod., 2016). 
 
Metoda LAMP se uspešno uporablja tudi za diagnostiko virusov, ki povzročajo okužbe pri 
perutnini, prašičih in prežvekovalcih (Sahoo in sod., 2016). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 UPORABLJEN MATERIAL  
 
3.1.1 Vzorci bakterijskih izolatov 
 
V okviru projekta CRP (V4-1401) so raziskovalci Inštituta za zdravstveno varstvo perutnine 
Veterinarske fakultete UL v Ljubljani izvedli več vzorčenj na različnih perutninskih farmah 
v Sloveniji. Pri tem so odvzeli vzorce tkiv notranjih organov poginulih živali (črevesje, jetra, 
srce, vranico, pljuča, podkožje) in okoljske vzorce (stelja, iztrebki, krma in zrak). Vzorce so 
analizirali po standardnem postopku, kjer so najprej izvedli obogatitve bakterijskih kultur in 
jih nato nanesli na mikrobiološka gojišča. Prva serija vzorcev je vsebovala 101 izolat, od 
tega so jih 92 identificirali kot E. coli (Preglednica 3). 
 
Vse izolate iz prve serije vzorcev so nadalje analizirali na Biotehniški fakulteti, Oddelek za 
biologijo, Katedra za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov, z metodo PCR, 
s katero so preverili prisotnost 21 genov, povezanih z virulenco sevov APEC. 50 izolatov 
E. coli je bilo pridobljenih iz vzorcev obolele perutnine, 42 izolatov je bilo okoljskih. Na 
rezultatih PCR (Priloga B), ki so jih dobili, je bila izvedena statistična obdelava 
(Preglednica 9), nam pa so predstavljali izhodišče za magistrsko delo. 
  
Preglednica 3: Pregled na izolatih izvedenih analiz PCR 
Pridobitev 
vzorcev 
Število 
izolatov 
E. coli Izvor izolatov Identifikacija 
izolatov 
Molekularna 
analiza 
PCR Izvajalec 
I .vzorčenje na 
terenu (VF) 
92 Da Perutninske 
farme 
VF hkratni 
PCR 
BF2 
9 Ne Perutninske 
farme 
VF hkratni 
PCR 
BF2 
II. vzorčenje na 
terenu (VF) 
21 Da Perutninske 
farme 
VF PCR NIB 
Zbirka (VF) 9 Da Različni živalski 
gostitelji 
VF PCR NIB 
Zbirka (VF) 10 Ne Salmonella spp., 
različni živalski 
gostitelji 
VF PCR NIB 
Zbirka 
(NLZOH) 
4 Da Človeško 
črevesje 
NLZOH PCR NIB 
Zbirka 
Mycosmo 
6 Da Pomivalni stroji BF1 PCR NIB 
Izolate smo prejeli iz različnih inštitucij: VF: Veterinarska fakulteta, Inštitut za zdravstveno varstvo perutnine; 
BF1: Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, Katedra za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov (Skupina za biologijo mikroorganizmov) in NLZOH: Nacionalni laboratorij za zdravje, 
okolje in hrano. 
Molekularna analiza je bila izvedena na dveh različnih lokacijah: BF2: Biotehniška fakulteta, Oddelek za 
biologijo, Katedra za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov (Skupina za molekularno genetiko) 
in NIB: Nacionalni inštitut za biologijo, Oddelek za biotehnologijo in sistemsko biologijo. 
 
Na NIB, smo 21 bakterijskih kolonij pridobljenih v drugem sklopu vzorčenj, ki so bile 
identificirane kot E. coli, testirali z metodo PCR, s katero smo preverjali prisotnost genov 
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sitA, ompT in traT. V sklopu magistrskega dela smo preverili tudi prisotnost omenjenih 
genov pri izolatih E. coli in Salmonella spp. iz različnih zbirk (Preglednica 3). Na vseh 151 
izolatih smo z metodo LAMP preverjali prisotnost genov sitA, ompT in traT. 
 
3.1.2 Vzorci piščančjih tkiv notranjih organov 
 
Vzorci piščančjih tkiv notranjih organov (jetra, srce, pljuča, vranica,…) s terena so bili 
odvzeti na mestu vzorčenja (v perutninski farmi) s strani pooblaščene osebe (Inštitut za 
zdravstveno varstvo perutnine). Odvzeti so bili posthumno, shranjeni v sterilno embalažo in 
transportirani v laboratorij v hladilni torbi.  
 
Pri ugotavljanju analitične občutljivosti smo uporabljali tkiva notranjih organov src in jeter, 
ki so bila posthumno odvzeta iz zdravih živali. Do uporabe so bili vsi vzorci shranjeni v 
zamrzovalniku pri –20 ºC. 
 
3.1.3 Vzorci zraka in drugi okoljski vzorci  
 
Iz Inštituta za zdravstveno varstvo perutnine smo prejeli 11 zamrznjenih vzorcev zraka, ki 
so bili odvzeti na perutninskih farmah in pri katerih so s tradicionalnimi gojitvenimi 
metodami potrdili prisotnost E. coli. Vzorčenje je potekalo tako, da so znotraj farme na 
vzorčno mesto postavili napravo Coriolis, ki črpa zrak direktno v posodico s pufrom PBS. 
Naprava je v 10 minutah prečrpala 200 litrov zraka.  
 
Vzorci iztrebkov so bili odvzeti tako, da si je oseba, ki je vzorčila, na noge nadela posebna 
papirnata obuvala in se v njih sprehodila po celotnem prostoru farme. Na ta način so se na 
obuvalih zbrali vzorci iztrebkov s steljo. Iz perutninske farme smo odvzeli tudi vzorce krme, 
s katero hranijo živali in vzorce stelje. 
 
3.1.4 Pufri in raztopine 
  
EDTA  Sigma – Aldrich, ZDA 
pufer 5 × TBE pripravili sami - NIB 
pufer CHELEX BioRad, ZDA 
pufer ELISA  pripravili sami - NIB 
pufer KOH Merk Millipore 
pufer PB Sigma – Aldrich, ZDA 
pufer PBS  Sigma – Aldrich, ZDA 
pufer PEG Merk Millipore 
pufer PEG 200 Sigma – Aldrich, ZDA 
pufer TE pripravili sami - NIB 
pufer TRIS Sigma – Aldrich, ZDA 
pufer TRIS-HCl Sigma – Aldrich, ZDA 
PVP K2S Sigma – Aldrich, ZDA 
raztopina NaCl  Merk Millipore 
18 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Tween 20 Sigma – Aldrich, ZDA 
zmes reagentov (Isothermal Master Mix) OptiGene, Velika Britanija 
 
3.1.4.1 Priprava in kemijska sestava pufrov 
 
pufer 5 × TBE  
V 1 l dH2O smo raztopili 54 g tris baze, 27,5 g borove kisline in 200 ml 0,5 M EDTA. 
Izmerjen pH raztopine je bil 8,0. Pufer smo sterilizirali z avtoklaviranjem (15 minut, 121 °C, 
1,1 bar) ter ga do uporabe shranili pri sobni temperaturi. 
 
pufer ELISA 
Za pripravo pufra ELISA smo v 0,3 l dH2O zmešali 9,6 g pufra Tris, 11,1 g pufra Tris–HCl, 
2,4 g NaCl, 6,0 g PVP K2S, 3 g PEG in 0,15 g Tween 20. Izmerjen pH raztopine je bil 8,2. 
 
pufer TE 
Pufer TE smo pripravili iz 10 mM pufra Tris in 1 mM EDTA. 
 
pufer 10 % CHELEX 
Za pripravo 10 % pufra CHELEX v pufru TE smo 500 mg CHELEX raztopili v 5 ml pufra 
TE. 
 
Pufer PEG + KOH 
Za pripravo pufra PEG + KOH smo k 39 ml miliQ H2O dodali 60 g reagenta PEG 200 in 
0,93 ml 2 M KOH. Pripravljen pufer smo inkubirali pri sobni temperaturi 15 minut. Izmerjen 
pH raztopine je bil 13,35. 
 
Preglednica 4: Kemijska sestava homogenizacijskih pufrov ELISA, CHELEX in PEG + KOH 
ELISA CHELEX PEG + KOH (pH 13,35) 
Sestavine Koncentracija Sestavine Koncentracija Sestavine Koncentracija 
Tris 264 mM Chelex 10 % KOH 2 M 
Tris-HCl 236 mM Tris 10 mM MiliQ H2O  
NaCl 137 mM EDTA 1 mM PEG 200  
PVP K2S 2 %     
PEG 2 mM     
Tween 20 0,05 %     
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3.1.5 Gojišča 
 
trdno gojišče LB v petrijevki  (komponente iz BD) 
gojišče PCA za ugotavljanje skupnega števila 
mikroorganizmov  
Fluka, Švica 
 
3.1.6 Kemikalije 
 
agaroza Sigma – Aldrich, ZDA 
dH2O Sigma – Aldrich, ZDA 
sterilna voda Sigma – Aldrich, ZDA 
etidijev bromid Sigma – Aldrich, ZDA 
 
3.1.7 Encimi in lestvice DNA 
 
zmes s polimerazo Taq (Dream Taq Green PCR 
Master Mix)  
Thermo Fischer Scientific, ZDA 
lestvica Gene Ruler TM 100-bp Thermo Fischer Scientific, ZDA 
 
3.1.8 Začetni oligonukleotidi 
 
V nalogi smo pri reakcijah LAMP uporabljali začetne oligonukleotide, navedene v spodnji 
preglednici. 
 
Preglednica 5: Kompleti začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za reakcije LAMP 
Pomnože-
vanje 
odseka 
gena 
Ime 
kompleta 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5`→3`) 
sitA 
 
 
 
 
 
 
 
sitA-1 sitA-1-F3 TGGTTTATCGGAAATCGTACTC 
sitA-1-B3 GAACTCCCTGAGAATCAGC 
sitA-1-FIP TGCCGATCAACAAGGAACACCAAGACTGCC
GGGATATGA 
sitA-1-BIP TCGGCCACAGATAAAGCTCTTTATGGATGGT
CACCAGTGA 
sitA-1-LoopF CAGCAGGTACGTAAGGTTGT 
sitA-1-LoopB AATCGCGTGCGAGATAAGAA 
sitA sitA-2 
 
sitA-2-F3 CAGAGCATTATCTGGCGAC 
sitA-2-B3 CCATAACCAAGCCTGGTG 
sitA-2-FIP AATTGTCTCTTCGGGTGTGACGGGTTAGGTTT
GCCCTCATAG 
sitA-2-BIP TTCTGGAACCCCATTGAGATGCTGATTCTCG
CCAATGGTATG 
sitA-2-LoopF WGTAGGGATCACCGAAGGR 
sitA-2-LoopB GCGTTGGAACCACAATTCC 
   Se nadaljuje… 
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Degenerirani oligonukleotidni začetniki:  
R: A ali G  
W: A ali T 
  
  
Nadaljevanje preglednice 5: Kompleti začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za reakcije 
LAMP. 
Pomnože-
vanje 
odseka 
gena 
Ime 
kompleta 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5`→3`) 
traT traT-1 traT-1-F3 ATGAGCACAGCAATCAAGAA 
traT-1-B3 CGCAGATCCATCTTATCGG 
traT-1-FIP ATACCGTGCGTTCGCTGGCTTGAGGTGAAGA
CTCAGATG 
traT-1-BIP AAAGACATGAGTGGGCTGCAAGTCACCACCT
GATAYCCTT 
traT-1-LoopF TTCAAGCCAGATGGTCTCAC 
traT-1-LoopB ATTGCTGATGCTGTGAAAGC 
traT-2 
 
traT-2-F3 GATGGTGGAAGATGTGAACTAT 
traT-2-B3 CTTCGAGAACAGGCTTCG 
traT-2-FIP GGCAACATTGTCCGTTGTCACGATCACGGAT
GTRCAGATT 
traT-2-BIP CTGCGTCAGGGCACATCAGGTCTGGTATTTA
TGCTGGTT 
traT-2-LoopF CGTTGCCTTAGTACGCTCT 
traT-2-LoopB TTCAGACCAGTACTGAAACAGG 
ompT ompT-1 ompT-1-F3 GATAGTCTGGTTGATTCAGGAG 
ompT-1-B3 GGGTTTATCTGCCTGAAGAAA 
ompT-1-FIP GGAGGCAATATGGTGGACAGGTTACTCTCAT
CAGTCCAGGTT 
ompT-1-BIP ACGACCAGCTAATGTTGTCCACGGCATTTAA
CTGGGATCTGT 
ompT-1-LoopF TGGCTGGATACGAGCAATC 
ompT-1-LoopB CTGAGGCACCGACAGATAC 
ompT-2 ompT-2-F3 GGAGTACAGAGAAGTATCACCT 
ompT-1-B3 GGGTTTATCTGCCTGAAGAAA 
ompT-1-FIP GGAGGCAATATGGTGGACAGGTTACTCTCAT
CAGTCCAGGTT 
ompT-2-BIP ACATCGCTACGATAGGTGATCCGTGAAGGCA
TCGGATAATGA 
ompT-2-LoopF CACCTGCAGCTAAAGTTTATGT 
ompT-1-LoopB TTTCTCAGGGTTGTAATGCTCA 
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V nalogi smo pri reakcijah PCR uporabljali začetne oligonukleotide, navedene v spodnji 
preglednici. 
 
Preglednica 6: Uporabljeni začetni oligonukleotidi in programi za reakcije PCR 
Pomno-
ževanje 
odseka 
gena 
Začetni 
oligonukleotidi 
Nukleotidno  
zaporedje (5´→3´) 
Velikost 
pomnožka 
(bp) 
Program za reakcije PCR Referenca 
sitA 
 
sitAF  AGGGGGCACAA 
CTGATTCTCG 
608 95 ºC 5 minut 1 ×  
94 ºC 30 sekund  
35 × 
 
55 ºC 30 sekund  
72 ºC 90 sekund  
72 ºC 10 minut 1 × 
 
 
 
Rodriguez-
Siek in sod., 
2005 sitAR2 TACCGGGCCGT 
TTTCTGTGC 
traT 
 
traT-1* GGTGTGGTGCG 
ATGAGCACAG 
290 95 ºC 5 minut 1 ×  
95 ºC 30 sekund  
35 × 
 
60 ºC 30 sekund  
72 ºC 30 sekund  
72 ºC 7 minut 1 × 
 
 
 
Johnson in 
Stell, 2000 
traT-2* CACGGTTCAGC 
CATCCCTGAG 
ompT 
 
ompT-APEC-Cf CAGAGTATCTG 
TCGGTGCCTCA 
581 95 ºC 5 minut 1 ×  
94 ºC 30 sekund  
35 × 
 
 
50 ºC 30 sekund  
72 ºC 45 sekund  
72 ºC 10 minut 1 × 
 
 
 
Starčič 
Erjavec in 
sod., 2011 ompTA-PE-Cr TACGGTTCCAT 
GTTCCTTCGAC 
 
3.1.9 Zmes začetnih oligonukleotidov in reakcijska zmes za teste LAMP-APEC 
 
Z metodo LAMP smo ugotavljali prisotnost genov sitA, traT, ompT in lamB pri različnih 
bakterijskih vrstah. Sestava zmesi začetnih oligonukleotidov je povzeta v preglednici 7, 
sestava reakcijske zmesi pa v preglednici 8. 
 
Preglednica 7: Sestava zmesi začetnih oligonukleotidov pri reakcijah LAMP 
Zmes začetnih 
oligonukleotidov 
Volumen za 50 µl 
zmes 
Koncentracija v 
zmesi (µM) 
F3 1 0,2 
B3 1 0,2 
FIP 10 2 
BIP 10 2 
LoopF 5 1 
LoopB 5 1 
Sigma H2O 18 / 
 
Preglednica 8: Sestava reakcijske zmesi za en vzorec pri reakcijah LAMP 
Reakcijska zmes Volumen (µl) 
Zmes reagentov 5 
Zmes začetnih oligonukleotidov 1 
H2O 3 ali 0 
Vzorec/DNA 1 ali 4 
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3.1.10 Laboratorijska in programska oprema 
 
avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
avtomatske pipete Biohit, Nemčija 
centrifuga 5810 R Eppendorf, Nemčija 
homogenizator UTTD UltraTurax IKA, Nemčija 
namizna centrifuga Minispin Eppendorf, Nemčija 
namizna tehtnica Sartorius, Nemčija 
posoda za gelček BioRad, ZDA 
sistem za elektroforezo BioRad Powerpack 3000, ZDA 
kovinske kroglice (premer 5 mm, Stainless Steel Beads) Qiagen, Nemčija 
kremenčev pesek (Silicon dioxide, acid washed) Sigma-Aldrich, ZDA 
mikrotitrska plošča Roche, Švica 
naprava za z zanko posredovano izotermalno 
pomnoževanje DNA, Genie II  
OptiGene, Velika Britanija 
visoko zmogljiva naprava za PCR v realnem času, 
LightCycler 480 
Roche, Švica 
vroča kopel Kambič, Slovenija 
vzorčevalnik zraka Coriolis Bertin Instruments, Francija 
program AlignX, Vector NTI  InforMax, ZDA 
program LAMP Designer software Premier Biosoft, ZDA 
 
3.1.11 Statistično obdelani rezultati predhodno izvedenih analiz PCR 
 
Rezultati analize 101 izolata z metodo PCR (Priloga B) so služili kot osnova za izbor 
najpogosteje zastopanih genov virulentnih dejavnikov sevov APEC v slovenskem okolju. 
Izbor smo naredili s statistično obdelavo, kjer smo uporabili Fisherjev eksaktni test, s stopnjo 
značilnosti 0,05 (Preglednica 9). P-vrednosti smo izračunali s programom, ki je prosto 
dostopen na spletnem mestu http://www.socscistatistics.com/tests/fisher/ (Stangroom, 2015) 
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Preglednica 9: Zastopanost genov za virulentne dejavnike sevov E. coli (število in % pozitivnih izolatov), 
izoliranih iz perutnine z bolezenskimi znaki in iz okoljskih vzorcev v Sloveniji. 
Virulentni 
dejavniki 
Gen Vsi izolati  
(n= 92) 
E. coli, izolirane 
iz perutnine z 
bolezenskimi 
znaki (n= 50)  
E. coli, 
izolirane iz 
okoljskih 
vzorcev (n= 42) 
p-vrednost 
Število Delež 
(%) 
Število Delež 
(%) 
Število Delež 
(%) 
Kapsula kps 16 17,4 9 18,0 7 16,7 0,724435 
Adhezija fimH 90 97,8 49 98,0 41 97,6 0,296707 
papC 3 3,3 3 6,0 0 0,0 0,100000 
papGII  2 2,2 2 4,0 0 0,0 0,333333 
hra 17 18,5 8 16,0 9 21,4 1 
iha 5 5,4 3 6,0 2 4,8 1 
Proteaza ompT 64 69,6 40 80,0 24 57,1 0,005141 
tsh 21 22,8 14 28,0 7 16,7 0,06286 
Odpornost 
proti 
serumu 
iss 51 55,4 32 64,0 19 45,2 0,017059 
traT 67 72,8 42 84,0 25 59,5 0,005504 
Prevzem 
železa 
fyuA 30 32,6 23 46,0 7 16,7 0,000076 
irp2 28 30,4 20 40,0 8 19,0 0,002932 
iroN 60 65,2 37 74,0 23 54,8 0,017259 
sitA 74 80,4 43 86,0 31 73,8 0,070192 
iucD 48 52,2 30 60,0 18 42,9 0,024243 
iutA 50 54,3 31 62,0 19 45,2 0,027312 
Toksin vat 9 9,8 7 14,0 2 4,8 0,056684 
astA 18 19,6 7 14,0 11 26,2 0,317539 
cvi 30 32,6 22 44,0 8 19,0 0,000656 
S krepko pisavo so označene vrednosti, ki so statistično značilne 
Z rumeno barvo so označeni deleži pri tistih genih, ki smo jih izbrali za teste LAMP-APEC  
Prisotnost genov so raziskovalci iz ugotavljali z metodo PCR. 
 
3.2 UPORABLJENE METODE 
 
3.2.1 Oblikovanje začetnih oligonukleotidov  
 
Na spletni strani NCBI (www.ncbi.nlm.nih.govnt) smo v podatkovni zbirki imenovani Gene 
poiskali nukleotidna zaporedja tarčnih genov sitA, ompT in traT iz sevov APEC. Gen ompT 
je lahko na plazmidu ali na kromosomu. Ker se pri močno in srednje patogenih sevih APEC 
pogosteje pojavlja zapis na plazmidu, smo se odločili, da bomo oblikovali začetne 
oligonukleotide za gen na plazmidu. V naslednjem koraku smo s spletnim orodjem 
nucleotide BLAST naredili poizvedbo in ugotovili, da je izbranemu zaporedju za gen sitA 
podobnih 82 zaporedij iz podatkovne baze. Večina zaporedij pripada E. coli, nekaj pa tudi 
drugim vrstam iz rodov Shigella in Salmonella. Zaporedja smo izvozili v formatu FASTA, 
nato pa smo s programom AlignX opravili poravnavo izbranih zaporedij. To smo pregledali 
in za vsak gen izbrali najbolj ohranjene dele. Izbrali smo po eno zaporedje za vsak gen, na 
katerem smo nato oblikovali začetne oligonukleotide (Priloga A).  
 
S programom LAMP Designer smo oblikovali komplete začetnih oligonukleotidov za vse 
tri gene. Pri oblikovanju smo upoštevali priporočila proizvajalca. Za vsak gen smo pripravili 
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po dva kompleta začetnih oligonukleotidov, ki sta nalegala na različna dela gena. Posamezen 
komplet je bil sestavljen iz šestih začetnih oligonukleotidov (F3, B3, FIP, BIP, LoopF in 
LoopB). Začetne oligonukleotide so sintetizirali po naročilu v podjetju Integrated DNA 
Technologies (Slika 4). 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz poteka oblikovanja začetnih oligonukleotidov za tarčne gene sitA, traT in ompT 
 
3.2.2 Priprava bakterijskega lizata 
 
Eno cepilno zanko čiste bakterijske kulture iz trdnega gojišča smo prenesli v 
mikrocentrifugirko in dodali 500 µl sterilne vode. Bakterijske celice smo resuspendirali s 
kratkim mešanjem na vibracijskem mešalniku in jih zatem segrevali 15 minut pri 95 ºC v 
termobloku. Sledilo je ponovno mešanje in ohlajanje na ledu. Nato smo resuspendirane 
celice centrifugirali 2 minuti pri 10.000 g. V supernatantu se je zbrala celokupna celična 
DNA, ki je služila kot matrična DNA za LAMP in PCR. Pri LAMP smo uporabljali  
10-kratne redčitve matrične DNA v dH2O. Do uporabe smo pripravljene redčitve matrične 
DNA hranili pri 4 ºC. 
 
3.2.3 Optimizacija priprave vzorcev tkiv in okoljskih vzorcev 
 
Pripravili smo enostaven postopek lize bakterijskih celic, ki je namenjen pripravi vzorcev 
tkiv notranjih organov piščancev, zraka, stelje in krme, za direktno analizo z metodo LAMP. 
 
Ker biološki vzorci vsebujejo različne snovi, ki zavirajo potek reakcije pomnoževanja DNA 
(hemoglobin, mioglobin, …), smo preverili, kakšen je vpliv teh snovi na potek reakcij 
LAMP. Za izdelavo protokola za pripravo vzorcev smo preizkusili tri različne 
homogenizacijske pufre (ELISA, CHELEX in PEG + KOH, podpoglavje 3.1.4.1, 
• NCBI - podatkovna zbirka Gene
• Zaporedje za izbrani gen pri sevu APECNukleotidno zaporedje gena 
virulentnega dejavnika
•Koliko podobnih zaporedij pripada E. coli in drugim 
mikrobnim vrstam
• Izbrana zaporedja izvozimo v formatu FASTA
Poizvedba z "Nucleotide 
BLAST"
• Poravnava izbranih zaporedij s programom AlignX
Poravnava zaporedij
•S programom "LAMP designer" oblikujemo začetne 
oligonukleotide: F3, B3, FIP, BIP, LoopF in LoopBOblikovanje začetnih 
oligonukleotidov
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preglednica 4), s katerimi bi v enem koraku sprostili DNA iz bakterijskih celic in preprečili 
delovanje inhibitornih snovi v vzorcu. 
 
3.2.3.1 Vpliv inhibitornih snovi iz homogeniziranih tkiv notranjih organov na teste LAMP-
APEC  
 
Pri testiranju vpliva inhibitornih snovi na teste LAMP-APEC smo vzorec tkiv notranjih 
organov piščancev (jetra, srce) homogenizirali in s tem sprostili inhibitorne snovi iz vzorca. 
Homogenizacijo smo opravili s homogenizatorjem UTTD. Izbrali smo program 2, ki traja 
30 sekund pri 6000 obr./min. V tubice za homogenizacijo smo dali 1 g tkiva, 10 kovinskih 
kroglic in pol žličke kremenčevega peska. Vsaki tubici smo dodali po 3 ali 5 ml pufra. Vpliv 
inhibitornih snovi na pomnoževanje smo preverili z dodajanjem tako pripravljenega lizata 
(3 μl) v reakcijsko zmes, v katero smo dodali 1 μl DNA, v kateri smo predhodno dokazali 
prisotnost tarčnega gena. 
 
Za pozitivno kontrolo reakcije smo k 1 µl vzorca DNA dodali 3 µl pufra TE. Za 
pomnoževanje tarčne DNA smo uporabili napravo Genie II, pomnoževanje je potekalo  
30 minut pri 65 °C. 
 
3.2.3.2 Vpliv inhibitornih snovi iz nehomogeniziranih tkiv notranjih organov in iz vzorcev 
zraka na teste LAMP-APEC 
 
Poskus smo izvedli na enak način kot v točki 3.2.3.1, z razliko, da piščančjih jeter in src 
nismo homogenizirali, ampak smo vsebino le rahlo premešali na vibracijskem mešalniku za 
10 sekund in nato 15 minut inkubirali vzorce pri sobni temperaturi. Tokrat smo delali samo 
s pufrom ELISA in PEG + KOH. 
 
Vzorčenje zraka poteka s prepihovanjem zraka, ki se črpa v okolju, skozi pufer PBS. Ker 
nas je zanimal vpliv pufra PBS na pomnoževanje v reakciji LAMP, smo le tega dodali k 
vzorcu, v katerem smo prehodno potrdili prisotnost tarčnega gena. Tako pripravljen vzorec 
smo testirali s testom LAMP-APEC. 
 
3.2.4 Z zanko posredovano izotermalno pomnoževanje DNA (LAMP) 
 
V prvem sklopu analiz smo preverili ali je v vzorcu res prisotna bakterija E. coli. Pri tem 
smo uporabili že razvit test za odkrivanje E. coli na podlagi prisotnosti receptorja LamB 
(LAMP-LamB-6; Kogovšek, neobjavljeno). V drugem sklopu smo v vzorcih preverjali 
prisotnost zapisa za tri izbrane gene virulentnih dejavnikov z začetnimi oligonukleotidi, ki 
smo jih oblikovali. Vsak vzorec smo analizirali v dveh oziroma treh ponovitvah. 
 
Za preverjanje uspešnosti delovanja metode in kontrolo okužb smo pri vsaki analizi uporabili 
pozitivno in negativno kontrolo. Kot pozitivno kontrolo pomnoževanja smo uporabili vzorec 
številka 54, pri katerem smo z metodo PCR uspešno pomnožili dele DNA genov sitA, traT 
in ompT. Za negativno kontrolo pomnoževanja smo uporabili sterilno dH2O (Sigma). Kot 
pozitivno kontrolo pri testu LAMP-LamB-6 smo uporabili sev E. coli (pk1 DH5λ). 
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Običajno smo z napravo Genie II izvedli prve analize, saj smo v prvem koraku želeli najprej 
samo preskusiti delovanje začetnih oligonukleotidov. V tem primeru smo v poskusu lahko 
naenkrat testirali največ 16 vzorcev v mikrocentrifugirkah za reakcije PCR. Ta naprava je 
prenosna in obratuje na baterije, zato smo jo uporabili tudi na terenu. Ko smo imeli opravka 
z večjim številom vzorcev, smo analize izvajali v napravi LightCycler 480. V tem primeru 
smo vzorce in reakcijsko zmes nanašali v mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinami in jo prelepili 
s folijo. 
 
3.2.4.1 Priprava zmesi začetnih oligonukleotidov in reakcijske zmesi 
 
Vsaka reakcijska zmes (Preglednica 8) vsebuje zmes začetnih oligonukleotidov (Preglednica 
7), zmes reagentov in vodo. Med postopkom optimizacije protokola, smo vodo nadomestili 
z vzorcem. Celokupni volumen reakcije je bil 10 µl. Zmesi smo pripravljali na ledenem 
bloku. Reakcije so potekale 30 minut pri izotermalnih razmerah pomnoževanja, in sicer pri 
65 ºC. 
 
3.2.4.2 Odčitavanje rezultatov 
 
Vrinjevalno (interkalirajoče) barvilo, ki je del zmesi reagentov, se v primeru pomnoževanja 
DNA (pozitivna reakcija) vgradi v vijačnico dvoverižne DNA in fluorescira, kar zaznamo z 
napravo, ki meri fluorescenco. Fluorescenco naprava zaznava v realnem času, ko pomnožek 
nastaja.  
 
Z analizo talilne krivulje smo določili temperaturo tališča pomnožka (Tm), ki je specifična 
za vsak pomnožek. Pri tem smo uporabili program proizvajalca opreme (Genie II ali 
LightCycler 480). Pozitiven rezultat smo opredelili na podlagi kombinacije pozitivnega 
signala fluorescence (čas v minutah, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka 
- tpos) in temperature tališča pomnožka (Tm). 
 
3.2.5 Preverjanje pomnoževanja in izbira najboljših kompletov začetnih 
oligonukleotidov 
 
Delovanje kompleta začetnih oligonukleotidov sitA-1 smo najprej preverili na manjšem 
številu vzorcev, v katerih smo s PCR dokazali prisotnost ali odsotnost izbranega tarčnega 
gena. Vzorce smo analizirali v dveh ponovitvah. 
 
Reakcijska zmes je vsebovala 2,5 µl zmesi začetnih oligonukleotidov, 12,5 µl zmesi 
reagentov in 5 µl dH2O. V vsako jamico smo nanesli po 20 µl reakcijske zmesi in 5 µl 
10-kratne redčitve vzorca DNA. Reakcije so potekale 30 minut pri 65 ºC. 
 
Delovanje testa LAMP-APEC za gen sitA smo preverili pri različnih razmerah, kjer smo 
spreminjali različne parametre pomnoževanja: 
o temperatura pomnoževanja pri 67 ºC, 
o 20 % manjša količina zmesi začetnih oligonukleotidov, pomnoževanje pri 65 ºC, 
o brez LoopB in LoopF začetnih oligonukleotidov, pomnoževanje pri 65 ºC ali pri  
67 ºC,  
o različne šarže zmesi reagentov,  
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o različni volumni reakcijske zmesi in vzorca celičnega lizata. 
 
Ko smo določili najboljše razmere pomnoževanja za prvi test LAMP-APEC, smo jih 
uporabili tudi za testiranje ostalih kompletov začetnih oligonukleotidov. Za vsak vzorec smo 
v jamico nanesli 6 µl reakcijske zmesi (brez dodane vode) in 4 µl 10-kratne redčitve vzorca 
DNA. Vzorce smo analizirali v treh ponovitvah. 
 
Glede na dobljene rezultate smo za vsak gen izbrali po en komplet začetnih 
oligonukleotidov. 
 
3.2.6 Ugotavljanje specifičnosti testov LAMP-APEC 
 
Specifičnost testov smo analizirali s testiranjem DNA izolatov E. coli iz okužene perutnine, 
iz različnih gostiteljev (človek, govedo, antilopa, prašič, konj, …) in okolij (pomivalni stroji) 
ter izolatov Salmonella spp. Specifičnost posameznega testa LAMP-APEC smo preverili s 
testiranjem zgoraj omenjenih izolatov (poglavje 3.1). Rezultate testov LAMP-APEC smo 
primerjali z rezultati analiz PCR in tako določili specifičnost posameznega testa LAMP-
APEC. 
 
3.2.7 Ugotavljanje selektivnosti testov LAMP-APEC 
 
Selektivnost izraža občutljivost testa na razlike med vzorci, ki izvirajo iz različnih okolij, ali 
so iz različnih materialov. Gre torej za ocenitev vpliva tipa vzorcev, v katerih se nahaja 
tarčna DNA, na pomnoževanje. Selektivnost testov LAMP-APEC smo preverili z uporabo 
različnih tipov vzorcev, kot so bakterijski lizat, vzorci zraka v PBS, notranji organi, stelja, 
iztrebki in krma. Pri tem smo opazovali vpliv tipa vzorca na hitrost pomnoževanja produkta 
(zamik v tpos) in vpliv na temperaturo tališča pomnožka (Tm) (EPPO, 2010).  
 
3.2.8 Ugotavljanje analitične občutljivosti testov LAMP-APEC  
 
Iz prekonočnih kultur smo pripravili 10-kratno redčitveno vrsto v pufru PB. Koncentracijo 
celic smo določili z merjenjem optične gostote. Pri tem smo upoštevali, da 1 enota 
McFarland ustreza 3 × 108 celic/ml. Iz založne raztopine, ki je vsebovala 108 celic/ml smo 
pripravili redčitveno vrsto do 10–5 v pufru PB.  
 
Pripravljene redčitve bakterijskih celic (300 µl) smo dodali vzorcem tkiv (1 g jeter ali srca) 
in jih lizirali v 2700 µl pufra PEG + KOH. Sledilo je kratko mešanje na vibracijskem 
mešalniku in inkubacija (15 minut, pri sobni temperaturi). Po inkubaciji smo vsebino še 
enkrat na hitro premešali in pripravili 10-kratno redčitev lizata v pufru TE. 4 µl tako 
pripravljenega lizata smo direktno testirali s testi LAMP-APEC. 
 
Pripravili smo tudi kontrolne vzorce, kjer smo analizirali 10-kratno redčitveno vrsto 
bakterijskega lizata, ki smo ga pripravili v pufru PEG + KOH, brez dodanih tkiv. Postopek 
priprave in analize je bil enak kot je opisan v zgornjem odstavku. 
 
3.2.9 Ugotavljanje diagnostične občutljivosti testov LAMP-APEC 
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Diagnostično občutljivost testov LAMP-APEC smo določili s testiranjem realnih vzorcev 
pridobljenih iz dveh različnih farm perutnine. Zamrznjene vzorce smo najprej odtalili pri 
sobni temperaturi. Nato so sledili koraki po postopku opisanem zgoraj (3.2.8), kjer smo 1 g 
materiala (tkivo notranjih organov, krma, stelja, iztrebki) ali 1 ml pufra PBS (vzorci zraka) 
dodali 1 ml ali 3 ml pufra PEG + KOH. Količina dodanega pufra je bila odvisna od suhosti 
materiala (npr. h krmi, stelji in vzorcem iztrebkov smo dodali po 3 ml pufra).  
 
3.2.10 Ugotavljanje ponovljivosti in obnovljivosti testov LAMP-APEC 
 
Ponovljivost testov LAMP-APEC smo določili tako, da smo isti vzorec testirali v več 
ponovitvah pri enakih pogojih. 
 
Obnovljivost testov LAMP-APEC smo določili tako, da smo primerjali ponovitve testa v 
različnih razmerah (čas izvajanja testa, reakcijska zmes in aparatura, uporabljena za 
pomnoževanje delov tarčnega gena). Preizkušanje posameznega vzorca smo izvedli v več 
ponovitvah, v različnih dneh in vsakič smo pripravili svežo reakcijsko zmes. 
 
3.2.11 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) in gelska elektroforeza 
 
Za preverjanje prisotnosti določenega gena v izolatu smo uporabili metodo PCR. V  
50 vzorcih smo preverili prisotnost genov sitA, traT in ompT. Dobljene rezultate smo 
primerjali z rezultati, ki smo jih dobili pri testiranju z metodo LAMP. 
 
3.2.11.1 Priprava reakcijske zmesi za reakcije PCR 
 
Pri reakcijah PCR smo uporabili predpripravljeno zmes s polimerazo (Dream Taq Green 
PCR Master Mix). Reakcijsko zmes za pomnoževanje delov genov sitA, traT in ompT smo 
pripravili v mikrocentrifugirki. Vsebovala je 12,5 µl zmesi reagentov PCR (ang. master 
mix), po 1 µl smernega (ang. forward primer) in 1 µl protismernega (ang. reverse primer) 
začetnega oligonukleotida, 9,5 µl destilirane vode in 1 µl celičnega lizata. Po nanosu 
reakcijske zmesi v mikrocentrifugirke za reakcije PCR smo le te imeli na ledenem bloku. 
 
3.2.11.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Prisotnost nastalih pomnožkov PCR smo preverjali z elektroforezo na agaroznem gelu. 
Uporabili smo 1,5 % agarozni gel, ki smo ga pripravili tako, da smo v erlenmajerico dodali 
0,75 g agaroze in 50 ml pufra 1 × TBE. Pomnožke PCR smo v gelu vizualizirali z etidijevim 
bromidom. 
 
V prvo in zadnjo jamico gela smo vedno nanesli označevalec velikosti. V ta namen smo 
uporabili lestvico Gene Ruler TM 100-bp. V gel smo nanesli po 5 µl pomnožkov PCR. 
Elektroforeza je potekala pri 100 V, 25 oziroma 30 minut v pufru 1 × TBE.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 IZBOR KOMPLETOV ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV ZA TESTE LAMP-
APEC 
 
Glede na podatke pridobljene iz literature (Preglednica 2) in statistične obdelave rezultatov 
PCR (Preglednica 9) smo se odločili, da bomo oblikovali teste LAMP za ugotavljanje 
prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih E. coli iz perutnine. 
 
Za vsakega izmed tarčnih genov smo oblikovali po dva kompleta s šestimi začetnimi 
oligonukleotidi. Komplete začetnih oligonukleotidov smo poimenovali sitA-1, sitA-2, traT-
1, traT-2, ompT-1 in ompT-2. 
 
Namen prvih preverjanj je bil, da izberemo najbolj primerne količine reagentov in razmer 
pomnoževanja. Pomnoževanje v reakciji LAMP smo opazovali v realnem času s sledenjem 
porasta fluorescence. Test je bil veljaven, ko v primeru testiranja negativne kontrole (voda 
dodana v reakcijsko zmes) ni nastal pomnožek. V primeru pozitivne kontrole (DNA s 
potrjeno prisotnostjo tarčnega gena) pa je nastal pomnožek. Pri tem smo upoštevali čas, pri 
katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka (tpos) in specifično temperaturo tališča 
(Tm). 
 
Rezultati testiranj (Preglednica 10) s kompletom sitA-1 so pokazali, da prevelika 
koncentracija zmesi začetnih oligonukleotidov vpliva na linearno zviševanje fluorescence v 
vzorcih, kjer tarčni geni niso prisotni in tako tvori ozadje, katerega na grafu predstavlja 
linearna rdeča premica (Slika 5). Testirali smo reakcijsko zmes, ki je vsebovala 20 % nižjo 
koncentracijo zmesi začetnih oligonukleotidov, vendar zmanjšana koncentracija začetnih 
oligonukleotidov ni vplivala na ozadje, saj je fluorescenca še vedno naraščala. Preverili smo 
tudi vpliv različnih šarž zmesi reagentov (Isothermal mix 2/5/c in Isothermal mix 2/3/i), 
vendar različne šarže tudi niso vplivale na rezultate. 
 
Preizkusili smo zmes začetnih oligonukleotidov brez LoopF in LoopB ter z višjo 
temperaturo pomnoževanja (67 ºC). Reakcije brez LoopF in LoopB niso bile uspešne, saj 
smo dobili drugačno obliko krivulje pomnoževanja in nižjo fluorescenco (Slika 6). Tudi 
povišanje temperature ni pripomoglo k odstranitvi ozadja, zato smo se odločili za uporabo 
kompleta sitA-2. 
 
Delovanje kompleta sitA-2 smo preverili v dveh različnih volumnih reakcijske zmesi 
(celokupni volumen 10 µl ali 20 µl) (Slika 7). V jamice smo tako nanašali po 8 µl reakcijske 
zmesi in 2 µl vzorca celičnega lizata ali 16 µl reakcijske zmesi in 4 µl vzorca celičnega 
lizata. Iz rezultatov smo ugotovili, da je čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega 
produkta (tpos) približno 2 minuti daljši. Prav tako smo opazili nižjo fluorescenco (~ 2000 
enot), kar je posledica 2-krat manjše količine reakcijske zmesi, ki smo jo uporabili. 
Naraščajoča fluorescenca ozadja ni bila več prisotna. Višjo fluorescenco smo opazili pri 
vzorcih, kjer je bil skupni volumen reakcije 20 µl, medtem ko je bila pri vzorcih z 10 µl 
reakcijskim volumnom fluorescenca nekoliko nižja. Čeprav smo zmanjšali skupni volumen 
reakcijske zmesi, je občutljivost metode ostala primerljiva. 
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Pri analizah, v katerih smo uporabili več vzorca DNA (4 µl), smo dobili pričakovane 
rezultate (dobra občutljivost testa, ustrezni časi tpos in pravilna oblika krivulje 
pomnoževanja), zato smo se odločili, da bomo za vse nadaljnje analize uporabljali enako 
sestavo reakcijske zmesi (Preglednica 10). 
 
Na manjšem številu vzorcev smo prav tako preverili delovanje kompletov začetnih 
oligonukleotidov za gen traT in ompT (Preglednica 11). S kompletom traT-2 so bili časi pri 
katerih smo zaznali fluorescenco nastalega pomnožka krajši kot pri uporabi kompleta traT-
1. Komplet ompT-2 smo izločili, ker smo po dvajsetih minutah pri vzorcih brez tarčne DNA 
opazili naraščajočo fluorescenco (podobno kot pri sitA-1). 
 
Glede na dobljene rezultate smo se odločili, da so najbolj primerni kompleti začetnih 
oligonukleotidov sitA-2, ompT-1 in traT-2. Teste smo poimenovali LAMP-APEC/sitA-2, 
LAMP-APEC/ompT-1 in LAMP-APEC/traT-2. 
 
Po končani reakciji pomnoževanja smo izvedli analizo talilne krivulje in s tem določili 
temperaturo tališča pomnožka (Tm). Krivulje posameznega pomnožka so jasno ločene in se 
med seboj razlikujejo za vsaj 2 ºC. Tm za gen ompT znaša (83,0 ± 0,6) ºC, za sitA 
(86,4 ±  0,5)  C in za traT (88,7 ± 0,1) ºC (Slika 8). 
 
 
31 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
Preglednica 10: Rezultati preverjanja dveh kompletov začetnih oligonukleotidov za gen sitA (sitA-1 in sitA-2) z metodo LAMP  
Komplet začetnih 
oligonukleotidov 
sitA-1 sitA-2 
Volumen vzorca DNA (µl)/ 
celokupen volumen 
reakcijske zmesi (µl)  
5/25 5/25 5/25 5/25 5/25 5/25 4/20 2/10 4/10 
Posebnosti jih ni 20 % manj zmesi 
začetnih 
oligonukleotidov 
Isothermal mix 
2/3/l 
pomnoževanje pri 67 
°C 
pomnoževanje pri 
67 °C, brez Loop 
pomnoževanje pri 
65 °C, brez Loop 
jih ni jih ni jih ni 
Oznaka vzorec - značilnost tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
2 - E. coli, izolirana iz 
podložnega papirja, ki ima 
gen sitA 
5,00 86,3 5,00 86,3 5,00 86,0 4,98 86,2 13,23 86,4 14,41 86,8 5,16 87,3 3,26 87,2 6:30 86,3 
5,00 86,3 5,00 86,1 5,00 85,9 2,33 86,2 13,82 86,3 14,85 86,8 3,52 87,3 2,69 87,1 6:15 86,3 
99 - E. coli, izolirana iz 
bolne perutnine, ki nima 
gena sitA 
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - / / / / 
n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. / / 
90 - E. coli, izolirana iz 
bolne perutnine, ki ima gen 
sitA 
/ 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ 5,33 87,3 5 87,0 / 
 
/ 
3,84 87,2 4,64 87,0 
N22 - E. coli, izolirana iz 
pomivalnega stroja, ki nima 
gena sitA 
/ 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ / 
 
/ n.p. - n.p. - / 
 
/ 
n.p. n.p. 
H2O - negativna kontrola 
pomnoževanja  
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. n.p. 
n.p.: pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal; /: testiranje za ta vzorec pri navedenih razmerah ni bilo izvedeno 
Opravili smo več analiz z različnimi parametri pomnoževanja, volumnom reakcijske zmesi in vzorca ter koncentracijo začetnih oligonukleotidov.  
Kjer ni navedenih posebnosti, so reakcije potekale pri 65 ºC z vsemi šestimi začetnimi oligonukleotidi. 
32 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Preglednica 11: Preverjanje kompletov začetnih oligonukleotidov za gen traT (traT-1 in traT-2) in ompT 
(ompT-1 in ompT-2) 
Komplet 
začetnih 
oligonukleotidov 
traT-1 traT-2 ompT-1 ompT-2 
Volumen vzorca 
DNA (µl) 
/celokupen 
volumen 
reakcijske zmesi 
(µl) 
4/10 4/10 4/10 4/10 
Vzorec tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
54 - E. coli, 
izolirana iz jeter 
obolele 
perutnine, ki ima 
gen sitA 
8,15 87,5 6:00 88,0 5:15 83,2 4:30 87,1 
7,45 87,6 6:00 88,0 5:15 83,2 4:15 87,2 
7:30 87,5 6:00 87,9 5:15 83,1 4:15 87,2 
57 - Citrobacter 
freu, ki nima 
gena sitA 
 
n.p.  
- 
n.p.  
- 
n.p.  
- 
n.p.  
- n.p. n.p. n.p. n.p. 
n.p. n.p. n.p. n.p. 
H2O - negativna 
kontrola 
pomnoževanja  
reakcije LAMP 
 
n.p.  
- 
n.p.  
- 
n.p.  
- 
n.p.  
- n.p. n.p. n.p. n.p. 
n.p. n.p. n.p. n.p. 
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka; n.p.: 
pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal 
 
 
Slika 5: Pomnoževanje v reakciji LAMP s kompletom začetnih oligonukleotidov sitA-1 in uporabo dveh zmesi 
reagentov iz različnih šarž 
X os prikazuje tpos, y os pa fluorescenco v območju od 483 nm do 533 nm. 
Fluorescenca ozadja 
33 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
Slika 6: Pomnoževanje v reakciji LAMP s kompletom sitA-1, brez LoopF in LoopB, pri 67 ºC 
Testirali smo vzorca z oznako 2 in 99. 
X os prikazuje tpos, y os pa fluorescenco v območju od 483 nm do 533 nm. 
 
 
Slika 7: Primer pomnoževanja v reakciji LAMP s kompletom začetnih oligonukleotidov specifičnih za sitA-2 
Testirali smo vzorce z oznakami 2, 90, N22, 6, 95, 54, 99, N17, N20. Kjer smo uporabili 10 µl reakcijsko zmes 
je bila fluorescenca nekoliko nižja kot v primeru 20 µl reakcijske zmesi. 
X os prikazuje tpos, y os pa fluorescenco v območju od 483 nm do 533 nm. 
Vzorec št. 6 
Vzorci pri katerih smo 
uporabili 10 µl 
reakcijsko zmes 
20 µl reakcijske 
zmesi 
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Slika 8: Krivulja analize talilne temperature (Tm) pomnožka za gen ompT, sitA in traT (vzorec 54) 
X os prikazuje tpos, y os pa fluorescenco v območju od 483 nm do 533 nm. 
 
4.2 POTRJEVANJE PRISOTNOSTI GENOV sitA, traT in ompT Z METODO PCR 
 
Prisotnost izbranih treh genov sitA, traT in ompT, ki kodirajo virulentne dejavnike sevov 
APEC, smo preverili tudi z metodo PCR (Podpoglavje 3.2.11). Z metodo PCR smo 
analizirali 50 izolatov E. coli, bakterij iz rodu Salmonella in neznanih izolatov (Preglednica 
16, od vzorca številka 63 naprej). Preostale izolate so z metodo PCR analizirali raziskovalci 
s Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov. Na sliki 9 je prikazana 
izbrana slika gela. Ostale sike gelov so prikazane v prilogi F. Izmed 30 testiranih izolatov E. 
coli iz perutnine, smo vse tri gene potrdili pri 23 izolatih. 
 
 
Slika 9: Primer elektroforeze pomnožkov PCR za gen sitA 
Legenda: Pričakovana velikost pomnožka gena sitA je 600 bp. V lizatih izolata z oznako 54, 100, 104 in 105 
smo uspešno pomnožili del gena sitA, medtem, ko pri lizatih izolata z oznako 101, 102 in 103 nismo zaznali 
pomnožka. 54 – pozitivna kontrola pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna kontrola pomnoževanja 
– vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
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4.3 OPTIMIZACIJA PRIPRAVE VZORCA 
 
Optimizacija priprave vzorca je bila izvedena po postopku, ki je opisan v podpoglavju 3.2.3. 
Iz rezultatov v Preglednici 12 in 13 je razvidno, da homogenizirana jetra vsebujejo več 
inhibitornih snovi za reakcijo LAMP kot homogenizirani vzorci srca, saj ob dodatku 
katerega koli pufra v razmerju 1:3 naprava ni zaznala signala, ker ni prišlo do pomnoževanja 
tarčne DNA. Ko smo povečali količino dodanega pufra na razmerje 1:5, smo dobili boljše 
rezultate (krajši časi tpos pri vzorcih srca), saj smo tako inhibitorne snovi bolj razredčili. 
 
Za homogenizirane vzorce srca bi lahko uporabili pufer ELISA ali PEG + KOH, saj v obeh 
primerih dobimo pozitivne rezultate. Za homogenizirane vzorce jeter je primeren samo pufer 
PEG + KOH (1:5), medtem ko pufer CHELEX ni učinkovit. 
 
Preglednica 12: Vpliv homogenizacijskega pufra na inhibitorne snovi iz vzorcev homogeniziranih piščančjih 
tkiv notranjih organov in vpliv pufra na potek reakcije LAMP pri testu LAMP-APEC/sitA-2. Razmerje med 
vzorcem in pufrom 1:3. 
Homogenizacijski 
pufer 
ELISA CHELEX PEG + KOH Kontrola v TE 
Vzorec tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
Srce 9,45 86,6 n.p. - 9,30 85,5 7,45 86,0 
Jetra  n.p. - n.p. - n.p. - 7,15 86,1 
Kontrola v TE: DNA redčena v pufru TE; tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; 
Tm: temperatura tališča pomnožka; n.p.: pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal 
 
Preglednica 13: Vpliv homogenizacijskega pufra na inhibitorne snovi iz vzorcev homogeniziranih piščančjih 
tkiv notranjih organov in vpliv pufra na potek reakcije LAMP pri testu LAMP-APEC/sitA-2. Razmerje med 
vzorcem in pufrom 1:5 
Homogenizacijski 
pufer 
ELISA PEG + KOH Kontrola v TE 
Vzorec tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
Srce 7,87 86,8 7,45 85,6 7,15 86,2 
Jetra  n.p. - 10,87 85,4 7,00 86,3 
Kontrola v TE: DNA redčena v pufru TE; tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka;  
Tm: temperatura tališča pomnožka; n.p.: pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal 
 
V primeru nehomogeniziranih vzorcev (Preglednica 14), smo tkiva samo inkubirali v pufrih, 
delovanja inhibitornih snovi na pomnoževanje v reakciji LAMP pa nismo opazili. PEG + 
KOH je v primerjavi s pufrom ELISA boljši, saj sta temperaturi tališča pomnožka (Tm) pri 
vzorcih bolj podobni. 
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Preglednica 14: Vpliv homogenizacijskega pufra na inhibitorne snovi iz vzorcev nehomogeniziranih 
piščančjih tkiv notranjih organov in vpliv pufra na potek reakcije LAMP pri testu LAMP-APEC/sitA-2. 
Razmerje med vzorcem in pufrom 1:3 Rezultati po poravnavi. 
Homogenizacijski 
pufer 
ELISA PEG + KOH Kontrola v TE 
Vzorec tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
Srce 6,27 87,2 6,35 85,5 7,12 86,4 
Jetra  9,12 86,5 7,12 85,3 8,57 85,9 
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka 
 
Za nadaljnja testiranja vzorcev tkiv notranjih organov, stelje, iztrebkov in krme smo izbrali 
postopek priprave vzorca s pufrom PEG + KOH. 
 
Preverili smo tudi vpliv pufra PBS, v katerega se zbirajo vzorci zraka, na pomnoževanje in 
Tm vseh treh testov LAMP-APEC in še testa LAMP-lamB-6. Pri vzorcih zraka smo 
ugotovili, da se Tm pozitivne kontrole pomnoževanja razlikuje od Tm vzorcev zraka za 
približno 2 ºC (Preglednica 15). Vpliv pufra na Tm smo potrdili z dodajanjem pufra PBS in 
PB (brez dodanih soli) k pozitivni kontroli pomnoževanja. V primeru pufra PB smo opazili 
manjše odstopanje vrednosti Tm kot v primeru pufra PBS, kjer se je Tm vrednost približala 
vrednosti Tm realnih vzorcev zraka. Čas, pri katerem smo zaznali fluorescenco nastalega 
produkta (tpos) se je v primeru dodatka pufra PBS in PB podaljšal, kar pripisujemo vplivu 
inhibitornih snovi prisotnih v pufru. 
 
Preglednica 15: Vpliv pufrov PB in PBS na pomnoževanje tarčnih genov s testi LAMP-APEC 
Test LAMP-lamB-6 LAMP-
APEC/sitA-2 
LAMP-
APEC/traT 
LAMP-
APEC/ompT 
Vzorec tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
54 - 
E. coli, 
izolirana 
iz jeter 
obolele 
perutnin
e, ki ima 
gen sitA 
5,00 88,2 3,68 86,7 5,93 88,4 4,58 83,0 
5,00 88,3 3,70 86,9 5,78 88,5 4,30 83,2 
54+PBS 5,00 89,8 5,98 88,5 6,80 90,2 4,23 84,9 
5,00 89,7 6,61 88,5 6,32 90,2 3,92 84,9 
54+PB  5,00 88,6 5,63 87,4 6,84 89,0 5,40 83,6 
5,00 88,6 4,85 87,4 6,90 89,0 4,97 83,7 
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka 
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4.4 OCENA DELOVANJA TESTOV LAMP-APEC  
 
Delovanje testov LAMP-APEC smo preverili in ocenili na različnih nivojih. Rezultate testov 
LAMP-APEC smo tudi primerjali z rezultati PCR.  
 
4.4.1 Primerjava rezultatov LAMP z rezultati PCR 
 
Z metodo LAMP smo preverjali prisotnost genov sitA, ompT in traT na 151 izolatih (Priloge 
C, D in E). Primerjava rezultatov pridobljenih z metodama PCR in LAMP je pokazala, da 
sta metodi primerljivi, saj se rezultati ujemajo (Preglednica 16). Do razlik je prišlo le v 
primeru vzorcev G8, H1 in 105/11, kjer smo z LAMP uspešno pomnožili del tarčnega gena, 
z metodo PCR pa ne. V vseh treh primerih so bili časi (tpos) daljši kot pri ostalih vzorcih, pri 
katerih smo prav tako uspešno pomnožili del tarčnega gena, kar kaže na to, da je bilo v 
vzorcu najverjetneje prisotne manj tarčne DNA. Razlog za razlike je torej v večji 
občutljivosti metode LAMP, kot je bilo pokazano že v več primerih (Kogovšek in sod., 2015; 
Yan in sod., 2017; Zadon in sod., 2015).  
 
Pri vzorcu S-145/15 (Salmonella spp.) smo dobili pomnožek dela gena traT z metodo PCR, 
medtem ko ga z metodo LAMP nismo dobili. Vsi rezultati analize LAMP so zbrani v 
Prilogah C, D in E. 
 
4.4.2 Preverjanje specifičnosti testov LAMP-APEC 
 
Specifičnost posameznega testa LAMP-APEC smo analizirali s testiranjem različnih 
izolatov E. coli (APEC, človeški, živalski, iz okolja) in izolatov drugih bakterijskih vrst iz 
rodu Salmonella. Iz rezultatov, podanih v Preglednici 16, je razvidno, da smo s posameznimi 
testi LAMP-APEC potrdili prisotnost izbranih tarčnih genov samo v primeru izolatov 
E. coli, medtem ko pri izolatih iz rodu Salmonella nismo odkrili izbranih genov. S tem smo 
pokazali dobro specifičnost testov LAMP-APEC. Pomnožek ni nastal pri nobenem izolatu 
E. coli iz pomivalnih strojev, medtem ko smo v izolatih iz črevesja človeka s testi LAMP-
APEC potrdili prisotnost vsaj dveh tarčnih genov. V 17 od 21 izolatov E. coli smo s testi 
LAMP-APEC potrdili prisotnost vseh treh tarčnih genov.
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Preglednica 16: Primerjava rezultatov testov LAMP-APEC z rezultati analize PCR 
 
Vzorec Mikroorganizem Izvor Izoliral Rezultati PCR Rezultati LAMP-APEC 
sitA traT ompT sitA traT ompT lamB 
2 E. coli podložni papir VF poz neg poz poz neg poz poz 
1873D E. coli bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz poz 
99 E. coli bolna perutnina VF neg poz neg neg poz neg poz 
95 E. coli bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz poz 
90 E. coli bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz poz 
6 E. coli jetra perutnine VF poz neg poz poz neg poz poz 
54 E. coli jetra perutnine VF poz poz poz poz poz poz poz 
58 E. coli podložni papir VF poz poz poz poz poz poz poz 
59 E. coli notranji organi perutnine VF poz poz poz poz poz poz poz 
63 E. coli notranji organi perutnine VF poz poz poz poz poz poz poz 
G6 E. coli govedo VF poz poz neg poz poz neg poz 
G7 E. coli antilopa VF poz poz poz poz poz poz poz 
B2 E. coli tele VF neg neg neg neg neg neg poz 
E4 E. coli prašič VF neg neg neg neg neg neg poz 
E5 E. coli konj VF neg poz neg neg poz neg poz 
G3 E. coli muflon VF poz poz poz poz poz poz poz 
G8 E. coli prašič VF neg poz neg poz poz neg poz 
H1 E. coli prašič VF neg poz neg poz poz neg poz 
I3 E. coli prašič VF neg poz neg neg poz neg poz 
S-523/14 Salmonella serovar Infantis NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje preglednice 16: Primerjava rezultatov testov LAMP-APEC z rezultati analize PCR 
Vzorec Mikroorganizem Izvor Izoliral Rezultati PCR Rezultati LAMP 
sitA traT ompT sitA traT ompT lamB 
S-526/14 Salmonella serovar Infantis NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
S-116/15 Salmonella serovar Infantis NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
S-126/15 Salmonella serovar Infantis NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
S-106/15 Salmonella serovar Infantis NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
S-114/15 Salmonella serovar Infantis NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
S-99/15 Salmonella  NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
S-458/14 Salmonella  NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
S-145/15 Salmonella  NI VF neg poz neg neg neg neg neg 
S-152/15 Salmonella  NI VF neg neg neg neg neg neg neg 
105/11 E. coli črevesje človeka NLZOH poz poz neg poz poz poz poz 
101/11 E. coli črevesje človeka NLZOH poz poz poz poz poz poz poz 
94/11 E. coli črevesje človeka NLZOH poz poz neg poz poz neg poz 
87/11 E. coli črevesje človeka NLZOH poz poz poz poz poz poz poz 
N20 E. coli pomivalni stroj BF neg neg neg neg neg neg poz 
N24 E. coli pomivalni stroj BF neg neg neg neg neg neg poz 
N17 E. coli pomivalni stroj BF neg neg neg neg neg neg poz 
N35 E. coli pomivalni stroj BF neg neg neg neg neg neg neg 
N22 E. coli pomivalni stroj BF neg neg neg neg neg neg poz 
N11 E. coli pomivalni stroj BF neg neg neg neg neg neg poz 
100 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje preglednice 16: Specifičnost in občutljivost testov LAMP-APEC, ter primerjava z rezultati analize PCR. 
Vzorec Mikroorganizem Izvor Izoliral Rezultati PCR Rezultati LAMP 
sitA traT ompT sitA traT ompT lamB 
101 APEC bolna perutnina VF neg poz poz neg poz poz / 
102 APEC bolna perutnina VF neg poz poz neg poz poz / 
103 APEC bolna perutnina VF neg poz poz neg poz poz / 
104 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
105 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
106 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
107 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
108 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
109 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
110 APEC bolna perutnina VF poz poz neg poz poz neg / 
111 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
112 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
113 APEC bolna perutnina VF neg poz poz neg poz poz / 
114 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
115 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
116 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
117 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
118 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
119 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
120 APEC bolna perutnina VF poz poz poz poz poz poz / 
poz : uspeli smo pomnožiti del tarčnega gena, pomnožek je nastal; n.p.: pomnožek ni nastal; NI: podatek ni znan; /: izolatov nismo testirali;  
Z rumeno barvo so označeni vzorci, pri katerih se rezultati dobljeni z metodo PCR in LAMP razlikujejo. Oznaka takšnega vzorca je obarvana sivo. 
Z metodo LAMP in PCR smo testirali iste vzorce celičnih lizatov. Mikroorganizmi so bili identificirani s tradicionalnimi gojitvenimi metodami  
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4.4.3 Analitična občutljivost testov LAMP-APEC 
 
Občutljivost posameznega testa LAMP-APEC smo določili tako, da smo bakterijske celice 
redčili v desetkratni redčitveni vrsti v pufru PB, redčine dodali homogenizacijskemu pufru 
PEG + KOH in jih nato 10-krat redčili v pufru TE (podpoglavje 3.2.8). Tako pripravljene 
vzorce smo direktno testirali s testi LAMP-APEC v večjem številu ponovitev. Z vsemi tremi 
testi LAMP-APEC smo potrdili prisotnost tarčnih genov v vzorcih s koncentracijo vsaj 
103 celic/ml, kar pomeni da so vsi trije testi LAMP-APEC podobno občutljivi (Preglednica 
17). Z nižanjem koncentracije tarčnega gena v vzorcu se je višal čas potreben za nastanek 
pomnožka, kar kaže na delno kvantitativno naravo metode LAMP. Prisotnost genov za 
virulentne dejavnike sevov APEC smo s testi LAMP-APEC določili v vzorcih z višjo 
koncentracijo DNA, medtem ko jih v vzorcih z zelo nizko koncentracijo DNA (manj kot 100 
celic/ml), nismo uspeli potrditi. 
 
Analitično občutljivost testov LAMP-APEC smo določili tudi na vzorcih, ki smo jim dodali 
tkivo jeter (Preglednica 19) in srca (Preglednica 18) in tako simulirali realne vzorce. 
Redčitve smo pripravili po enakem postopku kot zgoraj. Tudi v tem primeru smo z vsemi 
tremi testi LAMP-APEC potrdili prisotnost tarčnih genov v vzorcih s koncentracijo vsaj 
103 celic/ml (pozitivne vse tri ponovitve istega vzorca). Pri nižjih koncentracijah (manj kot 
103 celic/ml) se pojavi tako imenovan stohastični efekt, saj je izmed dveh ali treh ponovitev 
pozitivna le ena ali dve. Pri koncentraciji 103 celic/ml je čas potreben za pozitivno reakcijo 
vseh treh testov LAMP-APEC krajši od 21 minut. Rezultati so dobljeni po postopku 
opisanem v podpoglavju 3.2.8. Pri vzorcih, ki so vsebovali tkivo src, so bili časi tpos v 
primerjavi z vzorci, ki so vsebovali tkivo jeter, krajši.  
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Preglednica 17: Ugotavljanje analitične občutljivosti in ponovljivosti testov LAMP-APEC, kjer smo testirali 
bakterijski lizat pripravljen v pufru PEG + KOH, brez tkiv notranjih organov piščancev 
Vzorec št. 
54 –  
E. coli, 
izolirana iz 
jeter obolele 
perutnine, 
ki ima gen 
sitA 
LAMP-APEC/sitA-2 LAMP-
APEC/traT-2 
LAMP-
APEC/ompT-1 
Koncentra-
cija 
(celic/ml) 
tpos* 
(min) 
Tm* (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka  
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka  
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka  
107 / / n.p. - n.p. - n.p. - 
/ 
 
/ n.p. - n.p. - n.p. 78,2 
/ n.p. - n.p. 71,6 n.p. - 
106 
 
7,26 85,5 5,00 85,9 5,00 87,4 5,00 82,1 
7,26 
 
85,6 
 
5,00 85,9 5,00 87,4 5,00 82,1 
5,00 85,8 5,00 87,4 5,00 82,1 
105 8,26 85,4 6,82 86,6 6,97 88,2 n.p. 82,9 
8,11 85,4 6,00 86,7 6,00 88,4 5,00 82,9 
6,00 86,7 5,00 88,4 5,00 82,8 
104 9,41 85,1 8,06 86,9 8,63 88,4 6,00 82,8 
9,26 85,2 8,07 86,9 10,54 88,0 7,50 82,9 
103 10,11 85,4 10,20 87,1 10,41 88,8 n.p. - 
19,11 85,2 8,32 87,0 12,65 88,7 10,99 83,5 
11,97 87,0 18,92 88,7 8,57 83,7 
102 17,26 85,1 n.p. - n.p. - n.p. - 
11,26 85,2 n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - 
10 n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - 
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka; n.p.: 
pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal; /: ni testirano 
* analiza na napravi Genie II  
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Preglednica 18: Ugotavljanje analitične občutljivosti in ponovljivosti testov LAMP-APEC, kjer smo testirali 
bakterijski lizat pripravljen v pufru PEG + KOH, s piščančjimi srci 
Vzorec št. 
54 –  
E. coli, 
izolirana iz 
jeter obolele 
perutnine, 
ki ima gen 
sitA 
LAMP-APEC/sitA-2 LAMP-
APEC/traT-2 
LAMP-
APEC/ompT-1 
Koncentra-
cija 
(celic/ml) 
tpos* 
(min) 
Tm* (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
106 9,22 85,5 5,56 86,2 7,73 87,8 5,09 82,3 
9,22 85,5 5,92 86,0 7,81 87,4 5,71 82,0 
4,48 85,8 8,07 87,5 5,26 82,0 
105 8,52 85,5 6,41 86,0 9,76 87,6 6,55 82,2 
8,37 85,5 7,27 85,7 9,78 87,5 6,11 82,2 
6,93 85,8 9,23 87,5 6,25 82,2 
104 10,52 85,3 7,97 85,8 14,61 87,3 10,71 81,9 
10,37 85,3 9,34 85,8 12,53 87,4 7,81 81,9 
7,23 85,8 12,40 87,3 11,96 81,7 
103 12,52 85,3 17,53 85,6 n.p. - 13,57 81,7 
12,37 85,4 15,73 85,8 19,53 87,6 20,77 81,8 
14,27 86,2 13,80 87,8 19,87 81,8 
102 n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
13,37 85,5 n.p. - n.p. - 17,79 82,5 
23,89 85,8 n.p. - n.p. - 
10 19,07 85,0 n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - 12,23 82,4 
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka; n.p.: 
pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal; /: ni testirano 
* analiza na instrumentu Genie II  
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Preglednica 19: Ugotavljanje analitične občutljivosti in ponovljivosti testov LAMP-APEC, kjer smo testirali 
bakterijski lizat pripravljen v pufru PEG + KOH, s piščančjimi jetri 
Vzorec št. 54 
–  
E. coli, 
izolirana iz 
jeter obolele 
perutnine, ki 
ima gen sitA 
LAMP-APEC/sitA-2 LAMP-
APEC/traT-2 
LAMP-
APEC/ompT-1 
Koncentracija 
(celic/ml) 
tpos* 
(min) 
Tm* (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos 
(min) 
Tm (ºC) 
pomnožka 
106 11,37 85,7 5.31 84,7 4.86 87,9 4.37 82,5 
11,52 85,5 4.89 86, 5.15 87,4 4.50 82,2 
5.14 85,9 5.57 87,7 3.90 82,1 
105 12,52 85,7 6.72 85,7 6.63 87,6 5.15 82,2 
12,37 85,5 5.46 85,8 6.92 87,5 6.66 81,9 
5.73 85,8 6.65 87,4 5.92 81,9 
104 15,37 85,2 7.37 85,7 9.98 87,2 7.97 81,8 
16,07 85,1 7.52 85,7 7.41 87,4 10.45 81,9 
7.14 85,8 6.72 87,2 9.59 81,8 
103 15,22 85,6 7.88 85,5 11.68 87,3 9.43 81,6 
18,37 85,9 9.73 85,8 15.01 87,4 11.59 81,1 
15.78 85,8 7.99 87,2 16.37 81,8 
102 neg - n.p. - n.p. - n.p. - 
15,22 85,4 n.p. - n.p. - 15.89 82,4 
n.p. 85,4 14.86 87,6 21.21 82,3 
10 n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - 
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka; n.p.: 
pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal; /: ni testirano 
* analiza na instrumentu Genie II  
 
4.4.4 Diagnostična občutljivost testov LAMP-APEC 
 
S posameznimi testi LAMP-APEC smo določili prisotnost tarčnih genov v različnih 
okoljskih vzorcih iz dveh lokacij in v vzorcih zraka (Preglednica 20). Postopek je opisan v 
podpoglavju 3.2.9. V vzorcu zmesi tkiv notranjih organov 1 (jetra, srce, pljuča in vranica), 
nismo uspeli pomnožiti delov preučevanih genov in gena lamB, kar kaže, da v tem vzorcu 
ni bilo prisotnih bakterij vrste E. coli. V vzorcu zmesi tkiv notranjih organov 2, ki je bil 
odvzet iz poginulih živali, smo uspeli pomnožiti dele preučevanih genov v vseh treh 
ponovitvah. V vzorcu jeter smo uspešno pomnožili del preučevanega gena sitA in traT v 
dveh ponovitvah, medtem, ko smo za gen ompT dobili le posamezen signal pomnoževanja 
(en pomnožek od treh ponovitev). Tudi v vzorcih krme, iztrebkov in zraka smo potrdili 
prisotnost izbranih treh genov za virulentne dejavnike.  
 
V vseh primerih je tpos krajši od 30 minut. Kot smo pokazali že pri testiranju vpliva 
inhibitorne snovi, smo tudi tukaj opazili, da vrsta vzorca vpliva na Tm. 
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V primeru vzorcev tkiv notranjih organov, krme in iztrebkov bi za potrjevanje prisotnosti 
gena sitA zadostovalo 15 minutno pomnoževanje. 
 
Prisotnost gena traT bi lahko potrdili z 20 minutnim in ompT z 22 minutnim 
pomnoževanjem. Za potrjevanje prisotnosti vseh treh genov zadostuje 25 minutno 
pomnoževanje. Za potrjevanje prisotnosti teh treh genov v vzorcih zraka bi v povprečju 
potrebovali nekaj minut več. 
 
4.4.5 Ponovljivost testov LAMP-APEC 
 
Ponovljivost testov LAMP-APEC smo določili tako, da smo pripravili vzorce z različno 
koncentracijo tarčnega gena in jih preizkusili v do treh ponovitvah, pri enakih pogojih 
(Preglednica 17). Postopek je opisan v podpoglavju 3.2.10.  
 
4.4.6 Selektivnost testov LAMP-APEC 
 
Selektivnost testov LAMP-APEC smo določili z analizo različnih vrst vzorcev in na ta način 
analizirali vpliv tipa vzorca na delovanje testov LAMP-APEC/sitA-2, LAMP-APEC/traT-2 
in LAMP-APEC /ompT-1. Postopek priprave vzorcev je opisan v podpoglavju 3.2.7.  
 
Dele tarčnih genov smo uspešno pomnožili v vzorcih celičnega lizata, v vzorcih tkiv z 
dodanim homogenizacijskim pufrom, kot tudi v vzorcih zraka v pufru PBS (Preglednice 17 
- 20). 
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Preglednica 20: Uspešnost pomnoževanja delov tarčnih genov sitA, traT, ompT in lamB v različnih vrstah vzorcev s testi LAMP-APEC in testom LAMP-lamB-6 
Test LAMP-lamB-6 LAMP-APEC/sitA-2 LAMP-APEC/traT-2 LAMP-APEC/ompT-1 
Vzorec tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
Zmes notranjih organov 1 
(srce, jetra, pljuča in vranica)  
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
n.p. - n.p. - n.p. - n.p. - 
Zmes notranjih organov 2 
(srce, jetra, pljuča in vranica) 
odvzeteta iz poginulih živali 
5,97 87,3 8,59 86,0 13,17 87,4 14,99 82,3 
6,96 87,1 9,22 85,9 7,38 87,6 8,41 82,2 
11,50 87,2 6,87 86,2 7,56 87,7 7,87 82,3 
jetra  21,59 86,5 17,68 85,6 neg - 30,25 81,8 
19,21 86,7 18,54 85,6 42,76 86,4 n.p. - 
19,30 86,3 n.p. - 36,62 86,7 n.p. - 
iztrebki 8,40 86,7 9,71 85,5 10,13 87,2 11,93 81,6 
8,42 86,8 12,45 85,3 8,75 87,1 10,67 81,5 
8,22 86,7 10,87 85,5 8,90 87,2 9,93 81,8 
krma  14,61 87,3 18,59 86,0 18,94 87,9 20,99 82,1 
14,67 87,2 13,47 86,5 18,01 87,7 19,78 82,7 
11,36 86,8 14,90 85,9 12,68 87,7 16,87 82,4 
stelja  n.p. - n.p. - n.p. - 7,83 82,4 
18,3 86,3 26,89 85,1 8,90 87,5 8,82 82,2 
n.p. - 25,90 85,4 8,71 87,5 n.p. - 
zrak L2-5 12,42 90,0 12,26 88,8 11,63 90,5 13,82 85,3 
10,59 89,9 11,68 88,8 11,75 90,5 12,08 85,2 
10,93 90,1 11,77 88,8 11,57 90,6 12,95 85,3 
zrak 1 13,58 90,77 15,17 89,39 16,24 90,98 17,75 85,82 
12,10 90,67 16,19 89,39 15,85 91,01 17,69 85,82 
Se nadaljuje… 
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tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka; n.p.: pomnožek ni nastal; -: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni 
nastal 
 
 
Nadaljevanje preglednice 20: Uspešnost pomnoževanja delov tarčnih genov sitA, traT, ompT in lamB v različnih vrstah vzorcev s testi LAMP-APEC in 
testom LAMP-lamB-6 
Test LAMP-lamB-6 LAMP-APEC/sitA-2 LAMP-APEC/traT-2 LAMP-APEC/ompT-1 
Vzorec tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
zrak 4 10,33 90,49 12,98 89,19 13,85 90,99 14,96 85,60 
9,63 90,32 13,14 89,07 12,20 90,84 13,04 85,50 
zrak 7 11,89 90,40 13,98 89,08 14,15 90,91 14,71 85,45 
10,76 90,28 14,69 88,99 13,58 90,70 14,80 85,34 
zrak 11 13,05 90,53 18,70 89,27 20,73 90,96 18,98 85,49 
13,43 90,46 17,57 89,12 18,72 90,83 20,68 85,49 
zrak 13 13,51 90,54 14,60 88,85 14,95 90,65 17,38 85,31 
10,71 90,28 13,49 88,95 14,82 90,90 15,71 85,28 
zrak 29 10,89 90,25 14,20 88,93 14,72 90,56 16,35 85,19 
10,27 90,17 14,29 88,95 13,30 90,49 13,93 85,21 
zrak 31 15,25 91,0 21,25 89,7 25,65 91,3 20,90 86,0 
14,12 90,8 18,96 89,5 21,67 91,2 20,59 85,9 
zrak 37 11,74 90,7 16,43 89,3 18,02 91,0 17,95 85,8 
10,84 90,5 15,80 89,3 15,83 90,9 16,32 85,7 
zrak 41 12,90 90,5 21,87 89,2 24,93 90,8 24,17 85,5 
13,25 90,3 19,16 89,0 18,90 90,7 18,77 85,3 
zrak 44 11,89 90,3 15,29 89,0 16,93 90,8 15,87 85,3 
10,80 90,2 14,56 88,9 13,76 90,5 14,31 85,2 
zrak 46 10,95 90,2 14,99 89,0 14,98 90,7 15,45 85,3 
9,93 90,2 12,43 88,8 12,54 90,6 12,78 85,1 
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4.4.7 Obnovljivost testov LAMP-APEC 
 
Rezultati ponovljenih analiz istih vzorcev nam služijo za ocenitev obnovljivosti testov 
LAMP-APEC (Podpoglavje 3.2.10). Nekatere analize vzorcev so bile izvedene na dveh 
različnih napravah. Pri tem smo opazili odstopanja v rezultatih. Pri testu LAMP-APEC/traT-
2 in LAMP-APEC/ompT-1 so bili časi (tpos) pri vzorcih, ki smo jih testirali z napravo Genie 
II daljši, kot pri testiranju z napravo Roche LightCycler 480. Pri testu LAMP-APEC/traT je 
bila tudi temperatura tališča Tm približno 0,5 ºC nižja v primeru, ko smo testiranje izvedli na 
napravi Genie (Preglednice 21 – 23). 
 
Preglednica 21: Preverjanje obnovljivosti testa LAMP-APEC/traT-2 na vzorcu bakterijskega lizata izolata 54 
Testirali smo v sedmih ponovitvah (vsakič na drug dan), v eni, dveh oziroma treh paralelkah. Uporabljali smo 
vedno sveže pripravljeno reakcijsko zmes. 
Datum analize Paralelka tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
Naprava 
15.6.2015 1.p. 6,00 88,0 Genie II 
2.p. 6,00 88,0 Genie II 
3.p. 6,00 88,0 Genie II 
16.6.2015 1.p. 4,59 88,6 Roche LightCycler 480 
2.p. 4,28 88,6 Roche LightCycler 480 
16.6.2015 1.p. 3,57 88,7 Roche LightCycler 480 
17.6.2015 1.p. 2,44 88,8 Roche LightCycler 480 
2.p. 3,64 88,7 Roche LightCycler 480 
15.7.2015 1.p. 3,10 88,3 Roche LightCycler 480 
2.p. 3,71 88,4 Roche LightCycler 480 
4.11.2015 1.p. 4,47 88,8 Roche LightCycler 480 
2.p. 4,07 88,8 Roche LightCycler 480 
6.11.2015 1.p. 5,93 88,4 Roche LightCycler 480 
2.p. 5,78 88,5 Roche LightCycler 480 
povprečje 
odklon 
MIN 
MAX 
3,70 88,7   
0,74 0,1   
2,44 88,6   
4,59 88,8   
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka 
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Preglednica 22: Preverjanje obnovljivosti testa LAMP-APEC/sitA-2 na vzorcu bakterijskega lizata izolata 54  
Testirali smo v petih ponovitvah (vsakič na drug dan), v dveh paralelkah. Uporabljali smo vedno sveže 
pripravljeno reakcijsko zmes. 
Datum analize Paralelka tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
Naprava 
24.4.2015 
 
1.p. 5,02 87,0 Roche LightCycler 480 
2.p. 4,51 86,8 Roche LightCycler 480 
16.6.2015 1.p. 5,00 86,1 Roche LightCycler 480 
2.p. 5,00 85,9 Roche LightCycler 480 
15.7.2015 1.p. 3,53 86,6 Roche LightCycler 480 
2.p. 3,98 86,6 Roche LightCycler 480 
4.11.2015 1.p. 4,34 87,2 Roche LightCycler 480 
2.p. 3,75 87,2 Roche LightCycler 480 
6.11.2015 1.p. 3,68 86,7 Roche LightCycler 480 
2.p. 3,70 86,9 Roche LightCycler 480 
povprečje 
odklon 
MIN 
MAX 
4,88 86,4   
0,22 0,5   
4,51 85,9   
5,02 87,0   
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka 
 
Preglednica 23: Preverjanje obnovljivosti testa LAMP-APEC/ompT-1 na vzorcu bakterijskega lizata izolata 
54 
Datum analize Paralelka tpos (min) Tm (ºC) 
pomnožka 
Naprava 
15.6.2015 1.p. 5,15 83,2 Genie II 
2.p. 5,15 83,2 Genie II 
3.p. 5,15 83,1 Genie II 
16.6.2015 1.p. 4,21 82,1 Roche LightCycler 480 
2.p. 2,75 82,0 Roche LightCycler 480 
16.6.2015 1.p. 3,30 83,5 Roche LightCycler 480 
2.p. 2,89 83,4 Roche LightCycler 480 
17.6.2015 1.p. 2,26 83,4 Roche LightCycler 480 
2.p. 2,51 83,4 Roche LightCycler 480 
18.6.2015 1.p. 2,71 83,4 Roche LightCycler 480 
2.p. 3,76 83,3 Roche LightCycler 480 
15.7.2015 1.p. 4,90 82,9 Roche LightCycler 480 
2.p. 4,84 82,9 Roche LightCycler 480 
4.11.2015 1.p. 4,21 83,6 Roche LightCycler 480 
2.p. 4,28 83,6 Roche LightCycler 480 
6.11.2015 1.p. 4,58 83,0 Roche LightCycler 480 
2.p. 4,30 83,2 Roche LightCycler 480 
povprečje 
odklon 
MIN 
MAX 
3,05 83,0   
0,62 0,6   
2,26 82,0   
4,21 83,5   
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka; Tm: temperatura tališča pomnožka 
Testirali smo v osmih ponovitvah (vsakič na drug dan), v dveh oziroma treh paralelkah. Uporabljali smo vedno 
sveže pripravljeno reakcijsko zmes. 
50 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
5 RAZPRAVA 
 
Bakterija E. coli je najpogostejša povzročiteljica okužb pri perutnini. Zaradi kolibaciloze 
vsako leto pogine večina okuženih živali, to pa vodi v velike finančne izgube. Ker trenutno 
še ni na voljo učinkovite protimikrobne zaščite in preproste ter zanesljive diagnostične 
metode, ki bi omogočala hitro ločevanje med patogenimi in nepatogenimi sevi E. coli, je 
nadzor nad kolibacilozo otežen (Barnes in sod., 2008; Moriel in sod., 2010). Hitro in 
enostavno odkrivanje povzročitelja okužbe je izjemno pomembno za preprečevanje 
nadaljnjega širjenja le te, zato je bil glavni cilj tega dela razvoj metode, ki temelji na 
molekularni tehnologiji in omogoča hitro ter zanesljivo potrjevanje prisotnosti genov 
virulentnih dejavnikov sevov APEC tako v laboratoriju, kot na terenu (ang. on-site). 
 
S pregledom literature na tem področju smo ugotovili, da je bila metoda LAMP sicer že 
uporabljena v diagnostiki številnih mikroorganizmov, med njimi tudi E. coli, vendar pa za 
diagnostiko sevov APEC še ni bila opisana.  
 
Izvedli smo obsežen pregled do sedaj objavljenih raziskav s področja zastopanosti genov za 
virulentne dejavnike med sevi APEC in komenzali pri perutnini. Za iskanje člankov smo 
uporabili različne podatkovne zbirke, kot so NCBI (ang. National Library of Medicine), Web 
of Science, ScienceDirect in SpringerLink. Relevantne vire smo natančneje preučili in iz 
njih povzeli deleže vzorcev, v katerih so avtorji potrdili prisotnost določenega gena za 
virulentne dejavnike. Natančneje smo pregledali zastopanost izbranih trinajstih genov, ki so 
značilni za seve APEC. Deleži zastopanosti posameznih genov so podani v Preglednici 2. 
Deleži se med študijami razlikujejo, kar bi lahko pripisali uporabi različnih eksperimentalnih 
pristopov in razmer, uporabi različnih začetnih oligonukleotidov, detekcijskih metod in 
različnim geografskim območjem. V posameznih študijah so spremljali pogostost 
pojavljanja različnih genov virulentnih dejavnikov, s tem da se nekateri geni, kot so sitA, 
cvi, iss, iroN, ompT, traT in še nekateri pojavljajo v večini študij. 
 
Študije so med seboj težko primerljive, saj niso v vseh ugotavljali prisotnost istih genov 
virulentih dejavnikov sevov APEC. V le 5 od 9 izbranih študij so raziskovalci iskali gen sitA. 
Štirim študijam od petih je skupno to, da je gen sitA pri izolatih iz okužene perutnine 
zastopan v zelo velikem deležu (od 86 % do 96 %). V študiji, ki so jo izvedli Kemmett in 
sod. (2013) so gen sitA odkrili pri manj kot 20 % sevov APEC. Pri ostalih genih so opazne 
večje ali manjše razlike. To kaže na to, da ima gen, ki kodira kelator železa, pomembno 
vlogo pri patogenosti sevov APEC.  
 
Gen ompT, z zapisom za proteazo, se v velikem deležu pojavlja v študijah iz ZDA. Še bolj 
pogosto se pojavlja gen traT, katerega produkt je pomemben za odpornost proti serumu. 
Skoraj v vseh študijah so preverjali prisotnost gena tsh, ki kodira proteazo, vendar je le v 
dveh študijah prisoten pri več kot 80 % izolatov. 
 
Zastopanosti posameznih genov virulentnih dejavnikov v omenjenih študijah kažejo na 
veliko raznolikost sestave populacij sevov APEC. Iz zbranih podatkov težko identificiramo 
ključni nabor genov virulentih dejavnikov, ki bi ga nedvomno povezali s sevi APEC, saj se 
med izolati vedno pojavlja več različnih genov. 
 
51 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Rezultati, ki so jih sodelavci dobili na osnovi analiz PCR prve serije vzorcev (n = 92), so po 
obdelavi (Preglednica 9) pokazali statistično značilnost (p<0,05), da se določeni geni 
virulentnih dejavnikov pogosteje pojavljajo pri sevih APEC kot pri drugih izolatih. Ti geni 
so traT, ompT, iss, fyuA, irp2, iroN, iucD, iutA in cvi. Rezultati pri katerih je p-vrednost 
večja od 0,05 niso statistično značilni. Rezultati pri katerih je p-vrednost manjša od 0,05 so 
statistično značilni (krepko označene p-vrednosti). 
 
Od 19 genov je 9 takšnih, ki so statistično značilni za izolate, ki izvirajo iz obolele perutnine 
(ompT, iss, traT, fyuA, irp2, iroN, iucD, iutA in cvi). Pri izolatih iz perutnine z bolezenskimi 
znaki je zapis za gen ompT prisoten v 80 %, zapis za traT v 84 % in zapis za sitA v 86 %. 
Pri okoljskih izolatih je zapis za gen ompT prisoten v 57 %, zapis za traT v 59 % in za sitA 
v 74 % (Preglednica 9).  
 
Na podlagi rezulatov PCR, statistične obdelave in pregleda literature smo se odločili, da 
bomo oblikovali teste LAMP za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT, ki so 
povezani z virulenco sevov APEC. Čeprav se gen sitA pojavlja tako pri izolatih iz perutnine 
z bolezenskimi znaki, kot pri okoljskih izolatih, smo se za ta gen odločili, ker je bilo 
predhodno objavljenih že več raziskav, ki nakazujejo na pomembnost tega gena pri virulenci 
sevov APEC.  
 
Za vsakega izmed teh genov smo oblikovali po dva različna kompleta začetnih 
oligonukleotidov, ki sta nalegala na dve različni mesti tarčnega gena. Delovanje kompletov 
začetnih oligonukleotidov smo najprej preverili na manjšem številu vzorcev. Med 
oblikovanima kompletoma začetnih oligonukleotidov smo izbrali tistega, ki je bil 
specifičen, ni tvoril ozadja fluorescence, ni kazal občutljivosti za inhibitorne snovi v vzorcih 
in imel krajši čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka (tpos). Delovanje 
izbranih kompletov za posamezen tarčni gen smo ocenili, tako da smo na večji količini 
vzorcev bakterijske DNA preverili njegovo občutljivost, selektivnost, specifičnost in 
obnovljivost. Razvili smo tri teste LAMP-APEC/sitA-2, LAMP-APEC/traT-2 in LAMP-
APEC/ompT-1. 
 
Reakcije pomnoževanja v LAMP za vse tri tarčne gene so potekale pri konstantni 
temperaturi 65 ºC, saj se je ta temperatura izkazala za najboljšo. Časi tpos so bili pri tej 
temperaturi za vse tri gene krajši od 30 minut, kar je zelo hitro.  
 
Optimizirali smo postopek priprave različnih vrst vzorcev (tkiva notranjih organov, stelja, 
krma in zrak). Takšen način bi bil primeren za diagnostiko na terenu, saj predhodna 
obogatitev bakterij v vzorcu in osamitev ter priprava mikrobne DNA ne bi bila potrebna. 
Preizkusili smo učinkovitost treh različnih homogenizacijskih pufrov (ELISA, CHELEX in 
PEG + KOH). Z optimizacijo protokola in preverjanjem vpliva homogenizacijskih pufrov 
na pomnoževanje (tpos) in določanje temperature tališča (Tm) pomnožka smo ugotovili, da 
ima pufer PEG + KOH najmanjši vpliv in smo ga zato izbrali za nadaljnje analize. Ugotovili 
smo, da je v vzorcih jeter prisotnih več inhibitornih snovi, ki upočasnjujejo reakcijo LAMP, 
kakor v vzorcih src. Vendar rezultati kažejo, da inhibitorne snovi jeter in srca ne vplivajo na 
samo občutljivost testov. 
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Specifičnost posameznega testa smo preskusili na vzorcih E. coli in izolatih drugih 
bakterijskih vrst, kot so tiste iz rodu Salmonella, ter tudi na za ptice nepatogenih sevih E. coli 
(izolati E. coli iz drugih živalskih vrst in iz ekstremnih okolij, kot so pomivalni stroji). V 
vseh primerih (razen pri vzorcu S-145/15) smo dobili pričakovan rezultat, glede na rezultate 
analize PCR, kar kaže na to, da so testi za potrjevanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT 
specifični in ne dajejo lažno negativnih ali lažno pozitivnih rezultatov. Oblikovani začetni 
oligonukleotidi za gene sitA, traT in ompT so dovolj specifični, da ločujejo med izolati 
različnih bakterijskih vrst, medtem ko je ločevanje med patotipi APEC in drugimi sevi 
E. coli težje. S testi nismo zaznali genov virulentnih dejavnikov bakterij iz rodu Salmonella, 
ki prav tako povzročajo okužbe perutnine. V vzorcu S-145/15 smo z metodo PCR dobili 
pomnožek dela gena traT, medtem, ko ga z metodo LAMP nismo. Razlog za to razliko je v 
specifičnosti začetnih oligonukleotidov, saj so začetni oligonukleotidi za LAMP specifični 
samo za E. coli. Specifičnost pomnoževanja smo določili tudi s temperaturo tališča (Tm) 
pomnožka.  
 
Občutljivost metode smo preverili tako, da smo bakterijske celice redčili v desetkratni 
redčitveni vrsti v pufru PB. Rezultati so pokazali, da lahko s temi testi zanesljivo zaznamo 
103 kopij tarčne DNA v 1 ml. Ugotovili smo, da količina tarčne DNA vpliva na temperaturo 
tališča, ki se z nižanjem količine tarčne DNA rahlo povišuje (0,4 °C). V primeru, ko je v 
vzorcu malo tarčne DNA se spremeni koncentracija ionov v vzorcu, kar ima vpliv na Tm 
(Kogovšek in sod., 2017).  
 
Za realne vzorce in vzorce celičnega lizata smo pri testiranju s testi LAMP-
APEC/sitA/traT/ompT dobili pomnožke s Tm v pričakovanem intervalu. Le pri vzorcih zraka 
je bila Tm približno 4 °C višja, kar smo pripisali vplivu pufra PBS, ki se uporablja pri zbiranju 
vzorcev zraka. 
 
S testiranjem istih vzorcev v več ponovitvah znotraj ene analize smo določili ponovljivost 
metode LAMP. Pri vzorcih z višjo koncentracijo DNA so bili rezultati ponovljivi, saj smo v 
vseh ponovitvah uspešno pomnožili del tarčnega gena. Pri vzorcih z nižjo koncentracijo 
DNA, pa je bila po pričakovanju ponovljivost nekoliko slabša, saj v posameznih primerih 
pomnožek ni nastal.  
 
Selektivnost metode LAMP smo preverili na različnih vrstah vzorcev, pri čemer smo 
analizirali vpliv vrste vzorca. Prisotnost bakterijske DNA smo uspešno dokazali v različnih 
vzorcih, kot so zrak, tkiva notranjih organov, stelja in krma. Ugotovili smo, da inhibitorne 
snovi iz vzorcev ne vplivajo na delovanje testov LAMP-APEC, kar kaže na to, da so ti testi 
robustni. Največji vpliv vrste vzorca smo opazili pri vzorcih jeter in zraka. Vzorci jeter 
vsebujejo veliko inhibitornih snovi, ki nekoliko upočasnijo reakcijo LAMP, kar se kaže v 
daljših časih tpos.  
 
Opazili smo tudi vpliv različnih vrst vzorcev na Tm, kar je je posledica sestave vzorca: sveža 
stelja vsebuje žagovino, krma je bogata s polisaharidi, škrobom, minerali in solmi, vzorci 
zraka so zbrani v pufru PBS, v uporabljeni stelji pa je prisotna urea. 
 
53 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
V vzorcu krme, iztrebkov in zraka smo uspeli pomnožiti del gena sitA, traT in ompT, kar 
kaže na to, da so ta mesta potencialni rezervoar sevov APEC. Sveža stelja najverjetneje ni 
rezervoar sevov APEC, saj v izolatih iz stelje nismo potrdili prisotnosti omenjenih genov. 
 
Obnovljivost metode LAMP-APEC smo določili s preizkušanjem vzorca, pri katerem smo 
z metodo PCR uspešno pomnožili dele vseh treh preiskovanih genov (sitA, traT in ompT). 
Preizkušanje smo izvedli v več ponovitvah, v različnih dneh in vsakič s sveže pripravljeno 
reakcijsko zmesjo. Pri vseh ponovitvah smo dobili pričakovan rezultat. Tako smo pokazali 
obnovljivost metode LAMP-APEC.  
 
Z raziskavo smo potrdili, da so testi LAMP-APEC specifični, ponovljivi in dovolj občutljivi 
za potrjevanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT. Testi so primerni za izvedbo na terenu, 
saj lahko z njimi ugotavljamo prisotnost tarčnih gene sevov APEC tudi neposredno iz 
različnih vrst vzorcev, brez predhodne osamitve DNA. Za izvedbo testov LAMP-APEC ne 
potrebujemo zahtevne in drage laboratorijske opreme. 
 
V skladu z zastavljenimi hipotezami smo uspeli razviti specifično metodo, ki temelji na 
LAMP. Z njo lahko zanesljivo ugotovimo prisotnost genov sitA, traT in ompT, pri sevih 
APEC in nekaterih drugih bakterijskih vrstah. Metoda je primerna za različne tipe vzorcev 
in je primerna za uporabo na terenu, s čimer smo potrdili delovne hipoteze. 
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6 SKLEPI 
 
o S pregledom študij o zastopanosti genov virulentnih dejavnikov med sevi APEC smo 
ugotovili, da so populacije sevov APEC zelo raznolike.  
o Razvili smo tri teste LAMP-APEC, ki temeljijo na metodi LAMP in omogočajo hitro 
ugotavljanje prisotnosti treh genov za virulentne dejavnike (sitA, traT in ompT), ki 
so značilni za seve APEC v Sloveniji. 
o Med okoljskimi izolati je delež genov, ki jih povezujejo z virulenco sevov APEC 
nižji, kot pri izolatih iz okužene perutnine. 
o Razlike v Tm med posameznimi pomnožki omogočajo razlikovanje med tarčnimi 
geni in s tem se odpira možnost uporabe testov za hkratno pomnoževanje več 
različnih genov (ang. multiplex). 
o Z dodatkom izbranega homogenizacijskega pufra smo dosegli, da testi LAMP-APEC 
niso občutljivi na inhibitorne snovi iz različnih vrst bioloških vzorcev.  
o Izdelan protokol priprave vzorcev omogoča enostavno pripravo in izvedbo analize 
na samem mestu vzorčenja (ang. on-site), brez predhodne osamitve DNA, ki je nujna 
pri metodi PCR. 
o Testi LAMP-APEC dajejo primerljive rezultate z metodo PCR in so zato primerni za 
hitro preverjanje prisotnosti izbranih tarčnih genov.  
o Čeprav so testi LAMP-APEC zelo specifični, ne omogočajo zanesljivega ločevanja  
 med patotipi APEC in drugimi sevi E. coli, saj se geni za nekatere virulentne 
dejavnike pojavljajo v obeh skupinah. 
o Testi LAMP-APEC so zelo občutljivi, saj smo z njimi zaznali 103 kopij tarčne DNA 
v 1 ml vzorca bakterijskega lizata, pripravljenega v pufru PEG + KOH z ali brez tkiv 
notranjih organov piščancev. 
o Prisotnost sevov APEC smo s testi LAMP-APEC potrdili v vzorcih zraka, krme in 
iztrebkov, kar kaže na potencialni rezervoar teh sevov. 
o V splošnem so rezultati pokazali, da je metoda LAMP za potrjevanje prisotnosti 
genov sitA, traT in ompT dobro ponovljiva. 
o Testi LAMP-APEC so selektivni, saj so primerni za preizkušanje različnih vrst 
vzorcev, kot so celični lizat, zrak, notranji organi, iztrebki in krma.  
o Rezultati tpos in Tm kažejo na veliko obnovljivost testov LAMP-APEC/sitA-2, 
LAMP-APEC/ompT-1 in LAMP-APEC/traT-2. 
o Za ugotavljanje prisotnosti tarčnih genov sitA, traT in ompT, v vzorcih tkiv notranjih 
organov, krme in iztrebkov s testi LAMP-APEC, zadostuje 30 minutno 
pomnoževanje. 
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7 POVZETEK 
 
Escherichia coli naseljuje prebavni trakt domače perutnine in je hkrati pogost izolat v 
okoljskih vzorcih iz perutninskih farm (zrak, voda, krma in stelja). Pri perutnini okužba vodi 
v nastanek kolibaciloze, ki se izraža v različnih oblikah. Na jakost bolezni vpliva več 
dejavnikov (patogenost seva, občutljivost gostitelja in predhodne okužbe z drugimi 
mikroorganizmi). 
 
Za seve APEC je značilna velika genetska raznolikost. Znanstveniki so opisali že več kot 
deset genov, ki so povezani z virulenco teh sevov. Ti geni imajo zapis za sintezo adhezinov, 
proteaz, toksinov, sistemov za prevzem železa in dejavnikov za izogibanje imunskemu 
sistemu gostitelja.  
 
Diagnostika sevov APEC je otežena ravno zaradi nepoznavanja determinant patogenosti. V 
uporabi so tradicionalne gojitvene metode, test na kokošjih embrijih, serološke in 
molekularne metode. Vse te metode so sicer zelo zanesljive, vendar so dolgotrajne in 
zahtevajo dodatno laboratorijsko opremo, kar onemogoča izvedbo na terenu. 
 
Zato smo v naši študiji želeli razviti zanesljivo, a hkrati enostavno metodo na osnovi LAMP, 
ki bi omogočala specifično odkrivanje povzročitelja kolibaciloze pri perutnini. Razvili smo 
tri teste, imenovane LAMP-APEC, s katerimi lahko dokazujemo prisotnost treh genov za 
virulentne dejavnike, ki se najpogosteje pojavljajo pri sevih APEC v Sloveniji. 
 
V ta namen smo najprej naredili celosten pregled o zastopanosti genov za virulentne 
dejavnike pri sevih APEC. Sledilo je oblikovanje šestih različnih kompletov začetnih 
oligonukleotidov za tarčne gene (po dva kompleta za sitA, traT in ompT) in izbor najbolj 
ustreznih glede na specifičnost in občutljivost pri pomnoževanju tarčnih genov. S testom 
smo preizkusili celične lizate različnih bakterijskih vrst (sevi APEC, nepatogene E. coli, 
Salmonella sp.). Dobljene rezultate analize LAMP smo primerjali z rezultati PCR in 
ugotovili, da sta metodi primerljivi. 
 
Za izvedbo testov na terenu smo izdelali protokol priprave različnih vzorcev (iztrebki, krma, 
organi in zrak) in na ta način omogočili potrjevanje prisotnosti tarčnih genov sevov APEC 
direktno v vzorcih brez postopka osamitve DNA. Protokol vključuje uporabo pufra PEG + 
KOH in nadomešča osamitev mikrobne DNA, ki je sicer obvezna pri ostalih molekularnih 
metodah. Protokol je enostaven in ga lahko izvedemo na terenu, saj ne potrebujemo 
zahtevnih aparatur in pripomočkov. Teste LAMP-APEC izvedemo v prenosni napravi Genie 
II (Optigen), na kateri lahko spremljamo potek pomnoževanja v realnem času. Celoten 
postopek od priprave vzorca do končnega rezultata je izveden v eni uri. 
 
Menimo, da bi bili lahko razviti testi LAMP-APEC uporabni kot začetni presejalni testi v 
veterini, s katerimi bi lahko v zelo hitrem času potrdili prisotnost tarčnih genov sitA, traT in 
ompT sevov APEC v različnih vzorcih s perutninskih farm. Posledično bi na ta način 
pripomogli k učinkovitejši kontroli širjenja okužb v perutninskih jatah in bolj smotrni 
uporabi protimikrobnih zdravil v intenzivni reji perutnine.   
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PRILOGE 
 
Priloga A: Zaporedja, na podlagi katerih smo naredili poizvedbo BLAST in poravnavo nukleotidnih zaporedij 
gen Številka Regija 
sitA gi|221589217 72915-73706 
traT gi|58000284 c16803-16027 
ompT gi|222104788 c82962-82009 
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Priloga B: Rezultati analiz PCR, na osnovi katerih smo izbrali tarčne gene za teste LAMP-APEC 
Zap. št. Vzorec geni z zapisom za virulentne dejavnike 
kps fimH papC papGII hra iha ompT iss traT fyuA irp2 iroN sitA iucD iutA hlyA vat tsh astA cvi 
1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 
2 4 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 
3 6 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 
4 9 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 
5 11 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
6 17 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
7 18 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 
8 20 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 
9 21 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
10 22 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
11 32 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 
12 33 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 
13 38 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 
14 41 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
15 43 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
16 44 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
17 50 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 
18 51 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
19 53 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
20 54 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
21 59 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 
22 60 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 
23 63 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
24 64 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
25 69 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
26 71 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
27 72 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
28 73 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
29 74 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
30 75 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 
31 76 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
Se nadaljuje… 
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
Nadaljevanje priloge B: Rezultati analiz PCR na osnovi katerih smo izbrali tarčne gene za teste LAMP-APEC 
Zap. št. Vzorec geni z zapisom za virulentne dejavnike 
kps fimH papC papGII  hra iha ompT iss traT fyuA irp2 iroN sitA iucD iutA hlyA vat tsh astA cvi 
32 77 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 
33 79 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 
34 81 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 
35 82 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
36 83 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
37 86 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
38 87 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 
39 88 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
40 89 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
41 90 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
42 92 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
43 93 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
44 94 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
45 95 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 
46 96 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
47 98 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 
48 99 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
49 1873C 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
50 1873D 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
51 2 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
52 3 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
53 5 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 
54 8 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 
55 10 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 
56 13 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
57 14 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
58 15 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
59 16 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
60 19 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
61 23 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
62 24 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
Se nadaljuje… 
 
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
Nadaljevanje priloge B: Rezultati analiz PCR na osnovi katerih smo izbrali tarčne gene za teste LAMP-APEC 
Zap. št. Vzorec geni z zapisom za virulentne dejavnike 
kps fimH papC papGII  hra iha ompT iss traT fyuA irp2 iroN sitA iucD iutA hlyA vat tsh astA cvi 
63 25 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
64 26 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 
65 27 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
66 28 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
67 29 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
68 31 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
69 34 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 
70 35 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 
71 36 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 
72 39 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
73 40 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
74 42 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
75 45 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
76 46 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
77 47 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
78 48 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
79 49 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 
80 52 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
81 55 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
82 58 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 
83 61 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 
84 62 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
85 65 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
86 66 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
87 67 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 
88 68 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 
89 70 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
90 80 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 
91 84 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
92 85 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
Legenda:  
1: v vzorcu smo potrdili prisotnost gena; 0: v vzorcu nismo potrdili prisotnosti gena 
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Priloga C: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/sitA-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
1873D 4,91 87,3 Fit points 4.5.2015 
4,74 87,3 Fit points 4.5.2015 
6,45 86,2 / 28.5.2015 
6,15 86,3 / 28.5.2015 
2 6,30 86,4 / 28.5.2015 
6,15 86,3 / 28.5.2015 
4,15 86,8 Fit points 29.5.2015 
5,00 86,9 Fit points 1.6.2015 
54 5,02 87,0 Abs. Quantnt2 24.4.2015 
4,51 86,8 Abs. Quantnt2 24.4.2015 
5,00 86,1 Abs. Quantnt2 16.6.2015 
5,00 85,9 Abs. Quantnt2 16.6.2015 
58 4,73 87,1 Fit points 4.5.2015 
4,63 87,1 Fit points 4.5.2015 
59 4,30 86,8 Fit points 4.5.2015 
3,63 86,9 Fit points 4.5.2015 
63 5,61 87,1 Fit points 4.5.2015 
4,15 87,1 Fit points 4.5.2015 
90 5,11 86,9 Fit points 4.5.2015 
4,57 86,9 Fit points 4.5.2015 
95 5,94 86,9 Abs. Quantnt2 24.4.2015 
5,38 87,0 Abs. Quantnt2 24.4.2015 
99 n.p.  - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
n.p.  - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
87/11 n.p. 86.88 Abs. Quantnt2 4.5.2015 
n.p.  - Abs. Quantnt2 4.5.2015 
94/11 5,99 86,6 Fit points 4.5.2015 
5,84 86,6 Fit points 4.5.2015 
101/11 3,72 87,0 Fit points 4.5.2015 
4,21 86,9 Fit points 4.5.2015 
105/11 6,72 86,7 Fit points 4.5.2015 
6,50 86,9 Fit points 4.5.2015 
N24 n.p. 73,6 Fit points 4.5.2015 
n.p. - Fit points 4.5.2015 
N11 n.p. - Fit points 4.5.2015 
n.p. - Fit points 4.5.2015 
N17 n.p. - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
n.p. - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
    Se nadaljuje… 
 
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Nadaljevanje Priloge C: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/sitA-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
N20 n.p. - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
n.p. - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
N22 n.p. - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
n.p. - Abs. Quantnt2 24.4.2015 
N35 n.p. - Fit points 4.5.2015 
n.p. - Fit points 4.5.2015 
G6 2,43 87,2 Fit points 29.5.2015 
3,96 87,1 Fit points 29.5.2015 
G7 2,37 87,0 Fit points 29.5.2015 
4,78 87,0 Fit points 29.5.2015 
B2 n.p.  - Fit points 29.5.2015 
n.p.  - Fit points 29.5.2015 
E4 n.p.  - Fit points 29.5.2015 
n.p.  - Fit points 29.5.2015 
E5 n.p.  - Fit points 29.5.2015 
n.p.  - Fit points 29.5.2015 
G3 7,31 86,5 Fit points 29.5.2015 
2,23 87,1 Fit points 29.5.2015 
G8 21,89 87,7 Fit points 29.5.2015 
18,58 87,0 Fit points 29.5.2015 
H1 24,24 87,7 Fit points 29.5.2015 
18,31 87,5 Fit points 29.5.2015 
I3 n.p. - Fit points 29.5.2015 
n.p. - Fit points 29.5.2015 
S-523/14 n.p. - Fit points 29.5.2015 
n.p. - Fit points 29.5.2015 
S-526/14 n.p. - Fit points 29.5.2015 
n.p. - Fit points 29.5.2015 
S-116/15 n.p. - Fit points 29.5.2015 
n.p. - Fit points 29.5.2015 
S-123/15 n.p. - Fit points 1.6.2015 
n.p. - Fit points 1.6.2015 
S-106/15 n.p. - Fit points 1.6.2015 
n.p. - Fit points 1.6.2015 
S-114/15 n.p. - Fit points 1.6.2015 
n.p. - Fit points 1.6.2015 
S-99/15 n.p. - Fit points 1.6.2015 
n.p. - Fit points 1.6.2015 
    Se nadaljuje… 
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Nadaljevanje Priloge C: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/sitA-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
S458/14 n.p. - Fit points 1.6.2015 
n.p. - Fit points 1.6.2015 
S-145/15 n.p. - Fit points 1.6.2015 
n.p. - Fit points 1.6.2015 
S-152/15 n.p. - Fit points 1.6.2015 
n.p. - Fit points 1.6.2015 
100 3,67 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,26 86,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
101 n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
102 n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
103 n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
104 7,79 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
7,32 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
105 4,95 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,59 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
106 4,45 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,84 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
107 4,82 86,8 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,66 86,8 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
108 4,73 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,08 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
109 5,84 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,27 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
110 5,36 87,1 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
5,49 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
111 2,47 86,8 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,88 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
112 4,81 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,19 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
113 n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
114 4,70 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,65 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
115 3,95 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,01 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
    Se nadaljuje… 
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Nadaljevanje Priloge C: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/sitA-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
116 6,62 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
5,54 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
117 4,77 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,75 87,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
118 3,59 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,44 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
119 4,34 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
5,03 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
120 5,01 86,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,77 86,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
povprečje 5,74 86,8     
standardni 
odklon 
3,94 0,3     
MIN 2,23 85,9     
MAX 24,24 87,7     
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka 
Tm: temperatura tališča pomnožka 
n.p.: pomnožek ni nastal 
-: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal 
 
  
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Priloga D: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/traT-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
1873D 4,56 88,5 Fit points 16.6.2015 
4,62 88,5 Fit points 16.6.2015 
2 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
6 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
54 4,59 88,6 Fit points 16.6.2015 
4,28 88,6 Fit points 16.6.2015 
2,44 88,8 Fit points 17.6.2015 
3,64 88,7 Fit points 17.6.2015 
6,00 88,0 / 15.6.2015 
6,00 88,0 / 15.6.2015 
6,00 88,0 / 15.6.2015 
59 2,78 88,8 Fit points 16.6.2015 
3,71 88,8 Fit points 16.6.2015 
63 3,56 88,8 Fit points 16.6.2015 
3,05 88,8 Fit points 16.6.2015 
90 3,37 88,4 Fit points 16.6.2015 
3,56 88,4 Fit points 16.6.2015 
95 5,91 88,3 Fit points 16.6.2015 
5,57 88,4 Fit points 16.6.2015 
99 3,70 89,1 Fit points 16.6.2015 
4,67 88,8 Fit points 16.6.2015 
87/11 2,40 88,6 Fit points 16.6.2015 
2,75 88,6 Fit points 16.6.2015 
94/11 4,38 88,6 Fit points 16.6.2015 
3,46 88,6 Fit points 16.6.2015 
101/11 3,65 88,7 Fit points 16.6.2015 
3,88 88,7 Fit points 16.6.2015 
105/11 4,55 89,0 Fit points 16.6.2015 
4,63 88,9 Fit points 16.6.2015 
N11 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
N17 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
N20 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
Se nadaljuje… 
  
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Nadaljevanje Priloge D: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/traT-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
N22 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
N24 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
N35 n.p. - Fit points 16.6.2015 
n.p. - Fit points 16.6.2015 
G6 2,09 88,9 Fit points 17.6.2015 
2,50 88,8 Fit points 17.6.2015 
G7 4,19 88,7 Fit points 17.6.2015 
3,94 88,7 Fit points 17.6.2015 
B2 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
E4 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
E5 1,96 88,4 Fit points 17.6.2015 
4,98 88,5 Fit points 17.6.2015 
G3 2,89 88,5 Fit points 17.6.2015 
2,53 88,6 Fit points 17.6.2015 
G8 3,69 88,9 Fit points 17.6.2015 
4,01 88,7 Fit points 17.6.2015 
H1 4,92 88,6 Fit points 17.6.2015 
4,61 88,6 Fit points 17.6.2015 
I3 4,55 88,5 Fit points 17.6.2015 
4,58 88,3 Fit points 17.6.2015 
S-523/14 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-526/14 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-116/15 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-126/15 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-106/15 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-114/15 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-99/15 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
Se nadaljuje… 
  
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Nadaljevanje Priloge D: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/traT-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
S458/14 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-145/15 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
S-152/15 n.p. - Fit points 17.6.2015 
n.p. - Fit points 17.6.2015 
100 1,68 89,1 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,05 89,1 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
101 3,69 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,60 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
102 4,06 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,52 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
103 4,22 88,5 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,28 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
104 4,75 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,29 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
105 4,95 88,8 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
5,07 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
106 3,97 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,32 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
107 4,63 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,01 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
108 5,34 88,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
5,37 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
109 4,35 88,5 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,48 88,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
110 5,33 88,8 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
5,77 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
111 3,82 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,55 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
112 4,01 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,65 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
113 4,01 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,12 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
114 2,78 88,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,88 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
115 3,10 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,05 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
Se nadaljuje… 
 
Lotrič M. Vzpostavitev metode za ugotavljanje prisotnosti genov sitA, traT in ompT pri sevih Escherichia coli iz perutnine. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Nadaljevanje Priloge D: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/traT-2 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
116 3,03 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,58 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
117 4,75 88,7 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,19 88,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
118 3,55 88,5 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,28 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
119 4,40 88,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,35 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
120 3,76 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,47 88,4 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
povprečje 3,84 88,6     
standardni 
odklon 
0,97 0,2     
MIN 1,68 88,3     
MAX 89,13 89,1     
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka 
Tm: temperatura tališča pomnožka 
n.p.: pomnožek ni nastal 
-: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal 
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Priloga E: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/ompT-1 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
1873D 3,64 83,3 Fit points 16.6.2015 
3,33 83,3 Fit points 16.6.2015 
2 3,32 83,0 Fit points 16.6.2015 
3,31 83,0 Fit points 16.6.2015 
6 3,34 83,0 Fit points 16.6.2015 
3,29 83,0 Fit points 16.6.2015 
54 3,30 83,5 Fit points 16.6.2015 
2,89 83,4 Fit points 16.6.2015 
4,21 82,1 Fit points 16.6.2015 
2,75 82,0 Fit points 16.6.2015 
5,15 83,2  / 15.6.2015 
5,15 83,2  / 15.6.2015 
5,15 83,1  / 15.6.2015 
58 3,29 83,0 Fit points 16.6.2015 
2,23 83,1 Fit points 16.6.2015 
59 1,97 83,5 Fit points 16.6.2015 
2,54 83,5 Fit points 16.6.2015 
63 4,61 83,2 Fit points 16.6.2015 
4,47 83,2 Fit points 16.6.2015 
90 4,31 83,0 Fit points 16.6.2015 
4,33 83,1 Fit points 16.6.2015 
95 3,36 83,0 Fit points 16.6.2015 
4,48 83,0 Fit points 16.6.2015 
99 n.p.  - Fit points 16.6.2015 
neg  - Fit points 16.6.2015 
87/11 3,94 83,0 Fit points 17.6.2015 
3,88 83,0 Fit points 17.6.2015 
94/11 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
101/11 3,48 83,3 Fit points 17.6.2015 
3,55 83,3 Fit points 17.6.2015 
105/11 9,17 83,6 Fit points 17.6.2015 
6,65 83,4 Fit points 17.6.2015 
N11 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
N17 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
    Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje Priloge E: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/ompT-1 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
N20 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
N22 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
N24 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
N35 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
54 2,26 83,4 Fit points 17.6.2015 
2,51 83,4 Fit points 17.6.2015 
57 n.p.  - Fit points 17.6.2015 
n.p.  - Fit points 17.6.2015 
G6 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
G7 3,31 83,3 Fit points 18.6.2015 
3,38 83,2 Fit points 18.6.2015 
B2 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
E4 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
E5 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
G3 1,53 83,1 Fit points 18.6.2015 
3,96 83,1 Fit points 18.6.2015 
G8 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
H1 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
I3 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S-523/14 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S-526/14 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S-116/15 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.   Fit points 18.6.2015 
S-123/15 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
    Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje Priloge E: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/ompT-1 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
S-106/15 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S-114/15 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S-99/15 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S458/14 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S-145/15 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
S-152/15 n.p.  - Fit points 18.6.2015 
n.p.  - Fit points 18.6.2015 
54 2,71 83,4 Fit points 18.6.2015 
3,76 83,3 Fit points 18.6.2015 
100 3,92 83,6 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,20 83,5 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
101 4,85 83,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,71 83,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
102 2,79 83,2 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,75 83,2 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
103 2,97 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,46 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
104 3,17 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,91 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
105 2,64 83,5 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,96 83,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
106 3,17 83,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,86 83,2 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
107 3,53 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,81 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
108 4,04 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,25 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
109 3,74 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,21 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
110 n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
n.p.  - Abs. Quantnt2 15.7.2015 
111 2,39 83,2 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,02 83,2 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
    Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje Priloge E: Rezultati testiranj s testom LAMP-APEC/ompT-1 
Vzorec tpos (min) Tm (°C) Obdelava 
podatkov 
Datum analize 
112 2,46 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,39 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
113 3,93 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,87 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
114 1,90 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,94 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
115 2,92 82,8 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,90 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
116 4,68 83,2 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,54 83,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
117 3,01 83,3 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
4,98 83,2 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
118 2,96 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
3,58 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
119 2,42 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,31 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
120 1,81 82,9 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
2,08 83,0 Abs. Quantnt2 15.7.2015 
povprečje 3,57 83,1 
  
standardni 
odklon 
1,18 0,3 
  
MIN 1,53 82,0 
  
MAX 9,17 83,6 
  
tpos: čas, pri katerem zaznamo fluorescenco nastalega pomnožka 
Tm: temperatura tališča pomnožka 
n.p.: pomnožek ni nastal 
-: Tm se ni dalo določiti, saj pomnožek ni nastal 
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Priloga F: Elektroforeze pomnožkov PCR za gen sitA 
 
Priloga F1: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen sitA. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 30 
minut. V vseh lizatih izolatov smo uspešno pomnožili del gena sitA. 54 – pozitivna kontrola pomnoževanja 
(lizat izolata 54), H2O – negativna kontrola pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana 
sterilna destilirana voda. 
 
 
Priloga F2: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen sitA. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut. V lizatih izolatov z oznako 118, 119, 120 smo uspešno pomnožili del gena sitA, med tem ko pri lizatih 
izolatov 113, S-523/14, S-526/14, S-116/15, S-128/15, S-108/15, S-114/15 in S-99/15 nismo zaznali 
pomnožka. 
 
 
Priloga F3: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen sitA. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut.  
V lizatih izolatov z oznako 54, 105/11, 101/11, 94/11, 87/11, G6, G7 in G3 smo uspešno pomnožili del gena 
sitA, med tem ko pri lizatih izolatov G8, H1, B2 in E4 nismo zaznali pomnožka. 54 – pozitivna kontrola 
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pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna kontrola pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične 
DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
 
 
Priloga F4: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen sitA. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut.  
V lizatih izolatov z oznako E5, I3, 152/15, N11, N17, N20, N24, N22, N35, S-458/14 in S-145/15 nismo zaznali 
pomnožka. 
 
Priloga G: Elektroforeze pomnožkov PCR za gen traT 
 
 
Priloga G1: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen traT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut.  
V lizatih izolatov z oznako 54, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115 in 116 smo uspešno pomnožili 
del gena traT. 54 – pozitivna kontrola pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna kontrola pomnoževanja 
– vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
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Priloga G2: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen traT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut.  
V lizatih izolatov z oznako 117, 118, 119 in 120 smo uspešno pomnožili del gena traT, med tem ko pri lizatih 
izolatov S-526/14, S-116/15, S-126/15, S-106/15, S-114/15 in S-99/15 nismo zaznali pomnožka.  
 
 
 
Priloga G3: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen traT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut.  
V lizatih izolatov z oznako 54, 105/11, 101/11, 94/11, 87/11, G6, G7, G3, G8, H1, E5 in I3 smo uspešno 
pomnožili del gena traT. 54 – pozitivna kontrola pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna kontrola 
pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
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Priloga G4: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen traT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut.  
V lizatih izolatov z oznako 100, 101 in S-145/15 smo uspešno pomnožili del gena traT, med tem ko pri lizatih 
izolatov S-152/15, N11, N17, N20, N24, N22, N35 in S-458/14 nismo zaznali pomnožka. 
Priloga H: Elektroforeze pomnožkov PCR za gen ompT 
 
 
Priloga H1: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen ompT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 
25 minut.  
V lizatih izolatov z oznako 54, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116 in 117 smo uspešno 
pomnožili del gena ompT. 54 – pozitivna kontrola pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna kontrola 
pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
Nekoliko slabše vidni pasovi (bandi) pomnožkov, ker smo uporabili samo 25 ciklov pomnoževanja DNA. 
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Priloga H2: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen ompT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 
25 minut.  
V lizatih izolatov z oznako 118, 119 in 120 smo uspešno pomnožili del gena traT, med tem ko pri lizatih 
izolatov 110, S-523/14, S-526/14, S-116/15, S-126/15, S-106/15, S-114/15 in 99/15 nismo zaznali pomnožka.  
 
 
 
 
Priloga H3: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen ompT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 
25 minut.  
V lizatih izolatov z oznako 54, 105/11, 101/11, 94/11, 87/11, G7, 100, 101, G3 smo uspešno pomnožili del 
gena ompT, med tem ko pri lizatih izolatov G8, H1 in E5 nismo zaznali pomnožka. 54 – pozitivna kontrola 
pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna kontrola pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične 
DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
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Priloga H4: Elektroforeza pomnožkov PCR za gen ompT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 
25 minut.  
V lizatih izolatov z oznako S-94/11, G8, S-152/15, N11, N17, N20, N 24, N22, N35, S-458/14 in S-145/15 
nismo pomnožili del gena ompT54 – pozitivna kontrola pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna 
kontrola pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
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Priloga I: Elektroforeze pomnožkov PCR za gen ompT in traT 
 
 
Elektroforeza pomnožkov PCR za gen ompT in traT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 25 
minut. V lizatih izolatov z oznako 54, 102, 103, 104 in 105 smo uspešno pomnožili del gena ompT, med tem 
pri lizatih iizolatov B1 in E4 nismo pomnožili pomnožka. V lizatih izolatov z oznako 54, 102, 103, 104 in 105 
smo uspešno pomnožili del gena traT. 54 – pozitivna kontrola pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O – negativna 
kontrola pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana sterilna destilirana voda. 
 
Priloga J: Elektroforeze pomnožkov PCR za gen sitA in traT 
 
 
Elektroforeza pomnožkov PCR za gen sitA in traT. Uporabili smo 1,5 % gel, elektroforeza je potekala 30 
minut. V lizatih izolatov z oznako B2 in E4 nismo pomnožili del gena traT. V lizatih izolatov z oznako 54, 
G8,in H1 smo uspešno pomnožili del gena sitA. 54 – pozitivna kontrola pomnoževanja (lizat izolata 54), H2O 
– negativna kontrola pomnoževanja – vzorec, kjer je namesto matrične DNA bila dodana sterilna destilirana 
voda. 
